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“A verdadeira viagem de descobrimento não consiste em procurar 




As nanopartículas (NPs) consistem em partículas que possuem 
dimensões variando de 1 a 100 nm, possuindo uma alta reatividade e enorme 
gama de aplicações tecnológicas. Devido a muitas NPs terem sido avaliadas e 
empregadas em produtos de interesse biomédico, torna-se necessária a 
compreensão da interação de NPs com sistemas biológicos. Uma melhor 
compreensão acerca da toxicidade destas NPs pode ajudar a evitar ou prever 
efeitos adversos, posto que em muitos casos, modificações na superfície das 
NPs podem torná-las mais seguras, facilitando sua aplicação biomédica. 
Modelos in vitro podem ser utilizados para predição de toxicidade e estudo dos 
mecanismos de interação celular. No presente estudo, buscou-se investigar os 
efeitos causados por diferentes NPs em cultivos de células eucariotas BALB/c 
3T3 (células recomendadas por agências regulatórias para avaliação de 
citotoxicidade). Inicialmente NPs de Ferro (FeNPs), Ouro (AuNPs), Bismuto 
(BiNPs) e Sílica (SiO2NPs) foram avaliadas quanto a suas características físico-
químicas, heterogeneidade e estabilidade. Em um primeiro momento, as FeNPs 
e AuNPs foram descontinuadas deste trabalho pois NPs que se apresentam 
heterogêneas em sua caracterização físico-química ou instáveis precisam ter 
seus processos produtivos otimizados antes de serem avaliadas quanto a 
interação com sistemas biológicos. Prosseguiram-se os estudos com as BiNPs 
e SiO2NPs. BiNPs demonstraram ser esféricas e heterogêneas em tamanho e 
foram estabilizadas com adição de proteínas de soro bovino fetal ou albumina. 
Em relação aos efeitos biológicos sob células 3T3, avaliou-se o efeito de BiNPs 
sobre a viabilidade celular relativa, para cálculo de IC20, IC50 e IC80; desta forma 
as BiNPs foram preditas como pertencentes a classe GHS 4 de toxicidade. Além 
disso, demonstrou-se ainda que BiNPs são internalizadas quando na 
concentração do IC50 e levam a apoptose de células eucarióticas em efeito 
concentração-dependente, além de alterarem a morfologia celular a nível 
ultraestrutural induzindo a formação de figuras de mielina, associadas a 
autofagia e morte celular. Em relação a SiO2NPs, também avaliou-se a 
viabilidade celular relativa para fins de cálculo dos valores de IC20, IC50 e IC80. 
Estas NPs também foram preditas como classe GHS 4 de toxicidade. Ainda, foi 
demonstrado que SiO2NPs levam a morte das células por mecanismo de 
necrose, sendo que mesmo quando endocitadas, não levam a alterações a nível 
ultraestrutural na maior parte das células. Além disso, SiO2NPs exercem efeitos 
horméticos sob as células 3T3, levando a geração de uma curva concentração 
resposta bifásica. Com esse trabalho conclui-se que as NPs exercem efeitos 
sobre sistemas biológicos e suas implicações in vivo ou em exposições repetidas 
devem ser avaliadas em estudos futuros para que seu uso seja consolidado de 
forma segura e eficaz.  
  






Nanoparticles (NPs) consist of particles with dimensions ranging from 1 to 100 
nm, thus giving these particles a high reactivity power and a wide range of 
technological applications. Because many NPs have been evaluated and used in 
products of biomedical interest, it is necessary to understand the interaction of 
NPs with biological systems. A better understanding of the toxicity of these NPs 
may help to prevent or predict adverse effects, since in many cases, changes in 
the surface of NPs can make them safer, therefore, facilitating their biomedical 
application. In vitro models can be used to predict NP toxicity and to study the 
mechanisms of cellular interaction. In the present study, we sought to investigate 
the effects caused by different NPs in BALB/c 3T3 eukaryotic cells (cells 
recommended by regulatory agencies for cytotoxicity assessment). Initially Iron 
(FeNPs), Gold (AuNPs), Bismuth (BiNPs) and Silica (SiO2NPs) NPs were 
evaluated regarding their physicochemical characteristics, heterogeneity and 
stability. At first, FeNPs and AuNPs were discontinued from this work because 
they were shown to be heterogeneous in their physicochemical characterization 
or unstable and they need to have their production processes optimized before 
being evaluated for interaction with biological systems. Studies with BiNPs and 
SiO2NPs were continued. BiNPs were shown to be spherical and heterogeneous 
in size and were stabilized by addition of fetal bovine serum proteins or albumin. 
Regarding the biological effects on 3T3 cells, the effect of BiNPs on relative cell 
viability was evaluated to calculate IC20, IC50 and IC80 values. BiNPs were 
predicted as belonging to the GHS 4 class of toxicity. In addition, we showed that 
BiNPs are internalized when exposed to IC50 concentration and lead to apoptosis 
of eukaryotic cells in a concentration-dependent effect. Moreover, they alter the 
cellular morphology at the ultrastructural level, inducing the formation of myelin 
figures, which are associated with autophagy and cell death. Regarding 
SiO2NPs, relative cell viability was also evaluated to calculate IC20, IC50 and 
IC80 values. These NPs were also predicted as belonging to GHS 4 class of 
toxicity. Furthermore, we showed that SiO2NPs lead to cell death through a 
necrosis mechanism. When endocytosed, these NPs do not lead to changes at 
the ultrastructural level in most cells. In addition, SiO2NPs exert hormetic effects 
on 3T3 cells, leading to the generation of a biphasic concentration response 
curve. With this work, we conclude that NPs have effects on biological systems 
and their in vivo implications or repeated exposures should be evaluated in future 
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1.1 Nanotecnologia e nanopartículas  
 
A nanotecnologia consiste em um termo genérico que se refere aos 
desenvolvimentos tecnológicos na escala nanométrica, incluindo as 
nanopartículas (NPs) (SAHA, 2009). Esta ciência tem ajudado na melhora e 
mesmo na revolução de muitos setores tecnológicos e industriais, como 
tecnologia da informação, ciência do meio ambiente, medicina, segurança de 
alimentos, transportes, dentre outros. Desta forma, muito tem se estudado 
acerca da química, física e biotecnologia de novos materiais com propriedades 
únicas quando em escala nanométrica (MOBASSER & FIROOZI, 2016). A 
nanotecnologia também pode ser definida como o uso de nanomateriais para 
benefício humano (SINGH, 2017).  
As nanopartículas (NPs) podem ser definidas como partículas com 
dimensões na faixa de 1 a 100 nanômetros (nm), sendo das mais diversas 
origens (ELSAESSER & HOWARD, 2012; JU-NAM & LEAD, 2008; OECD, 
2010), como NPs metálicas, carbonáceas, baseadas em silício, orgânicas, 
poliméricas, cerâmicas etc (VANCE et al., 2015). Elas também podem possuir 
os mais diferentes formatos, como esferas, estrelas, agulhas e demais formas 
geométricas (KINNEAR et al., 2017). Além disso, NPs podem apresentar em sua 
superfície diferentes grupamentos químicos, revestimentos e cargas, os quais 
são fundamentais para as interações biológicas (ALBANESE, TANG & CHAN, 
2012) (Figura 1).  
Elas possuem propriedades únicas devido a suas características físicas e 
químicas quando encontradas na nanoescala (SINGH, 2017). Devido às 
dimensões reduzidas destas partículas, a relação superfície-volume das NPs é 
maior do que dos materiais em escala não nanométrica, conferindo um aumento 
na superfície de contato e das áreas de reatividade nos nanomateriais 
(AZHDARZADEH et al., 2015) (Figura 1.1). Estruturas em nanoescala 
apresentam propriedades físicas e químicas diferentes quando comparadas ao 
material de origem em escala bulk, e por essa razão possuem diversas outras 
aplicações diferentes do que o mesmo material em escala não nanométrica 
(ZHANG, GAO & BAO, 2015). Além de todas as aplicações visadas para este 
tipo de material, muito tem se esperado do uso destas NPs no campo da 
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medicina, representando uma das grandes ferramentas promissoras 
principalmente para drug-targeting e drug-delivery (PEDERZOLI et al., 2017).  
 
Figura 1. 1: NPs consistem em partículas que se encontram em uma escala de 1-100 nm. Estas 
partículas podem ser compostas de diferentes materiais de origem, como carbono, materiais 
orgânicos, inorgânicos ou mesmo materiais compostos, possuindo os mais diferentes formatos. 
Além disso, elas podem possuir em sua superfície, revestimentos, diferentes cargas e ligantes. 
Estes materiais ainda podem possuir propriedades físicas como uniformidade, condutância e 
propriedades ópticas especiais. Quanto menor o tamanho da NP, maior é a área de superfície 
da NP e consequentemente, maior torna-se a reatividade da mesma. Adaptado de: CHOU et al., 
2011.  
 
Para documentar a distribuição e a divulgação de produtos nanométricos, 
criou-se o Inventário de Produtos de Consumo de Nanotecnologia em 2005. 
Vance e colaboradores, em 2015, revisitaram muitos destes dados do inventário 
e pontuaram que: a categoria saúde e fitness é a que contém a maior parte dos 
produtos; prata é o nanomaterial declarado mais utilizado, no entanto, a maioria 
dos produtos não possui ou não declaram a composição dos nanomateriais 
utilizados e o contato dérmico é o cenário de exposição mais provável para a 
maioria dos nanomateriais.  
 




Antes que a nanotecnologia possa significativamente impactar a medicina, 
é importante caracterizar o efeito dos nanomateriais em sistemas biológicos. 
Com o avanço da tecnologia, será imprescindível que sejam elucidadas a fundo 
como as propriedades físico-químicas das NPs impactam na relação de NPs com 
organelas subcelulares, células, tecidos e organismos (ALBANESE, TANG & 
CHAN, 2012).  
Já é sabido que diversos fatores, como o tamanho e o formato das NPs, 
assim como as características de superfície e carga das mesmas afetam a 
interação NP-célula. O processo de internalização das NPs também pode variar 
conforme as características físicas das NPs. NPs com ligantes geralmente são 
internalizadas por endocitose mediada por clatrina; enquanto para NPs 
aniônicas, o principal mecanismo envolvido é a endocitose mediada por 
caveolina. Para NPs com tamanho maior, assim como micropartículas, o 
mecanismo de micropinocitose é o mais encontrado (ADJEI, SHARMA & 
LABHASETWAR, 2014).   
A interação entre NPs inorgânicas e fluídos biológicos (como por exemplo, 
o plasma) leva a formação de uma corona proteica que permanece ao redor da 
NP. A corona proteica fornece a identidade biológica que o sistema imune irá 
detectar. A formação desta corona depende de uma série de fatores, como a 
composição da NP, seu tamanho, formato, superfície, tempo de exposição, tipo 
de meio, razão NP/proteína, bem como a presença de íons e outras moléculas 
que possam interferir na interação entre a NP e as proteínas. Portanto, a 
presença da corona implica em importantes pontos que determinam a 
segurança, biocompatibilidade, biodistribuição, toxicidade e uso destas NPs na 
medicina (BARBERO et al., 2017; PEDERZOLI et al., 2017).  A corona proteica 
consiste em duas camadas delimitadas, denominadas de hard corona e soft 
corona, as quais são afetadas pela complexidade do ambiente e do equilíbrio 
proteína-superfície, principalmente durante a circulação sanguínea in vivo. A 
hard corona é formada por proteínas associadas fortemente as NPs, enquanto a 
soft corona consiste na camada externa com proteínas fracamente ligadas 





Figura 1. 2: Nanopartícula e corona proteica: Representação de uma nanopartícula e a corona 
proteica, composta pela soft corona (camada mais externa) e a hard corona (camada mais 
interna em contato com a nanopartícula). Adaptado de: WOLFRAM, 2015. 
 
A interface célula-NP é altamente heterogênea, gerando forças de 
diferentes origens que determinam as interações NP-célula. Estas forças são 
determinadas por uma série de variáveis inerentes às NPs e às células, como: 
tamanho, formato, rigidez, grupamentos químicos ao redor das NPs, elasticidade 
da membrana celular, dentre outros. Como o estado celular é altamente 
dependente do microambiente local, a captação celular de NPs pode não ser 
apenas específica de acordo com o tipo celular, mas também dependente do 
estado de saúde do tecido (ZHANG, GAO & BAO, 2015).  
Levando em conta que o desenvolvimento de grande parte das NPs tem 
como finalidade a utilização para fins biomédicos, é fundamental que também se 
leve em consideração a interação de NPs com o sistema imune. A interação de 
alguns tipos de NPs com sistemas biológicos pode estimular reações 
inflamatórias ou alérgicas (NPs de sílica, dióxido de titânio, prata e ouro) ou ativar 
o sistema complemento (nanotubos de carbono). NPs podem também estimular 
a resposta imune ao agir como adjuvantes (NPs de hidróxido de alumínio) ou 
como haptenos (fulereno). Em contrapartida, outros tipos de NPs podem exercer 
efeitos imunossupressores (NPs de óxido de zinco). Identificar os efeitos das 
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NPs sob o sistema imune é crucial para o seu uso de forma segura. NPs para 
aplicações biomédicas podem ser criadas ou mesmo aprimoradas de forma a 
interagir com o sistema imune ou não. Portanto, para que se possam extrair das 
NPs apenas os efeitos biológicos desejados, a interação das NPs com o sistema 
imune deve consistir em uma das principais etapas (KONONENKO, NARAT & 
DROBNE, 2015).  
 
1.3 Nanotoxicologia  
 
Nanopartículas têm se tornado ferramentas promissoras para as mais 
diversas aplicações, incluindo diagnóstico e terapia médica (AZHDARZADEH et 
al., 2015). Contudo, a dimensão dos materiais na escala nanomérica pode 
também alterar sua interação com os sistemas biológicos, levando a possíveis 
efeitos adversos. As NPs podem passar através das membranas celulares, o que 
pode ser responsável pela geração de danos celulares (NATH ROY, GOSWAMI 
& PAL, 2017). Portanto, é crucial que se entendam as interações entre as NPs e 
as células a fim de que sejam exploradas as aplicações biomédicas das NPs, 
especialmente para drug delivery. Isto é necessário para que se criem NPs que 
sejam eficientes, seguras, confiáveis e também não-tóxicas (ADJEI, SHARMA & 
LABHASETWAR, 2014; AZHDARZADEH et al., 2015). Devido à exposição 
humana e ambiental às NPs ter se tornado cada vez mais comum com o 
emprego de NPs em produtos, a pesquisa focada no nanotoxicologia tem 
ganhado mais atenção (LEWINSKI, COLVIN & DREZEK, 2008).  
É fato que as NPs não podem ser generalizadas simplesmente como nano 
fármacos. Muitas abordagens chamadas de nanoterapêuticas são utilizadas na 
clínica, como Abraxane® e Doxil® e servem para reduzir a toxicidade de drogas 
encapsuladas. Em contrapartida, outras NPs que estão atualmente sendo 
submetidas a investigação pré-clínica, como NPs metálicas e base de carbono, 
normalmente exibem efeitos citotóxicos. Este potencial citotóxico poderia ser 
benéfico se endereçado a tecidos tumorais, por exemplo. Os efeitos nocivos 
destas NPs baseiam-se principalmente na geração de espécies reativas de 
oxigênio (ROS), danos a compartimentos celulares e reações imunológicas. 
Além disso, a toxicidade pode se manifestar a nível tissular, celular e molecular 




Figura 1. 3: Representação esquemática de alguns efeitos tóxicos que podem ser induzidos por 
NPs em difentes níveis, molecular, celular e tecidual. Adaptado de: WOLFRAM, 2015. 
 
Entender a interação entre NPs e sistemas biológicos consiste em um fator 
chave para que sua aplicação seja segura e eficiente (Rahman et al., 2013). As 
propriedades físico-químicas únicas das NPs fazem com que a investigação 
acerca da sua toxicidade seja intrigante e desafiadora. Portanto é imprescindível 
que se tenha um conhecimento aprofundado dos diferentes mecanismos 
envolvidos tanto nos mecanismos de ação, quanto aos efeitos adversos 
causados pelas NPs (JAIN et al., 2018).  
Embora existam vários dados em literatura sobre a toxicidade ou segurança 
de NPs, até o momento ainda não há consenso quanto ao efeito destas 
partículas sobre sistemas biológicos. Uma melhor compreensão acerca da 
toxicidade das NPs pode ajudar a evitar efeitos adversos, bem como auxiliar na 
construção das NPs, já que em muitos casos, modificações na superfície das 
NPs podem torná-las menos tóxicas, permitindo sua aplicação em terapia 
médica.  
Além disso, muitos produtos contendo NPs que se encontram no mercado 
não declaram a composição dos materiais utilizados ou não apresentam 
informações suficientes que corroborem seus atributos (VANCE et al., 2015). A 
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Europa tem tentado fortemente elaborar políticas que sejam coerentes com essa 
nova classe de partículas, mas apesar dos esforços das autoridades europeias, 
a legislação atual ainda se encontra estratificada e sujeita a críticas devido à falta 
de conhecimento científico bem estabelecido quanto aos nanomateriais. Devido 
ao fato de que muitos nanomateriais têm suas aplicações em produtos de saúde, 
novas iniciativas regulatórias são necessárias (MUSAZZI et al., 2017).  
A situação que estamos enfrentando atualmente é do surgimento de uma 
enorme quantidade de NPs emergentes. Para atender essa demanda, métodos 
de alta eficiência e boa relação custo-benefício, assim como metodologias que 
busquem o bem-estar animal se fazem necessárias a fim de se obter dados de 
toxicidade a partir de milhares de NPs diferentes. Dentro deste contexto, testes 
baseados em células consistem, sem dúvida, no método de screening mais 
aplicável no momento (PAN, BARTNECK & JAHNEN-DECHENT, 2012).  
O desenvolvimento de métodos padronizados e métricas para a 
caracterização de NPs e rotulagem em produtos de consumo pode levar a uma 
melhor compreensão tanto pela indústria, pesquisadores, agentes regulatórios, 
quanto consumidores (VANCE et al., 2015).  
 
1.4 Nanopartículas em produtos para saúde 
 
 
Dentre todos os tipos de NPs, algumas delas têm chamado mais a atenção 
no que se refere o seu emprego na área biomédica. O avanço nanotecnológico 
proporcionou uma rápida difusão de NPs destinadas ao uso nesta área; cerca 
de 42% dos produtos levantados no Inventário de Produtos de Consumo de 
Nanotecnologia são destinados à aplicação biomédica (VANCE et al., 2015).   
A criação de NPs “inteligentes” com respostas programadas para estímulos 
na área biomédica tem se tornado cada vez mais uma realidade. Estes estímulos 
podem ser projetados para responder exogenamente (como campo magnético, 
temperatura, ultrassonografia, luz ou pulsos elétricos) ou mesmo 
endogenamente (pH, atividade enzimática, gradientes redox). Estas respostas 
permitem que elas sejam aplicadas para o uso em biosenssores, medicamentos 
(drug delivery), imagenologia e novos sistemas diagnósticos (LI et al., 2017).  
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Alguns tipos de NPs ainda apresentam propriedades magnéticas, as quais 
podem ser bastante exploradas para ressonância magnética, terapia do câncer, 
endereçamento de drogas e genes, reparo ósseo e dentário, biosensores, dentre 
outros (LI et al., 2016).  
 Um ponto bastante interessante é que as NPs conseguem interagir de 
forma mais acurada em dispositivos biomédicos uma vez que a maioria dos 
sistemas biológicos também se encontra em escala nanométrica (RAMOS et al., 
2017). Células (as quais são maiores que 100 nm) podem englobar vírus (75-
100 nm), proteínas (5-50 nm) e ácidos nucleicos (2 nm), portanto, o mesmo 
ocorre para NPs (1-100 nm) (PATEL et al., 2015).  
As NPs encontram-se em estágios diferentes dentro do mercado; algumas 
já estão sendo aplicadas em alguns produtos, enquanto outras ainda estão 
sendo avaliadas quanto a suas potenciais aplicações. Até o momento, 371 
estudos clínicos estão sendo conduzidos com NPs no mundo (Figura 1.4), sendo 
a maioria deles no EUA (201 estudos), seguido pela Europa (54 estudos) (U.S. 





Figura 1. 4: Estudos Clínicos com nanopartículas. Número de estudos clínicos registrados no site 
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Tabela 1. 1: NPs de ferro, ouro, bismuto e sílica e suas principais características, produtos já 
comercializados no mercado, ensaios clínicos em andamento e possíveis aplicações. 






1.5 Nanopartículas de ferro 
 
A reatividade do ferro é importante e conhecida em todas as suas 
aplicações macroscópicas; atualmente, este metal tem sido amplamente 
estudado para uso em nanoescala. O ferro oferece diversas vantagens em 
nanoescala pelo fato de possuir características como suas propriedades 
magnéticas e catalíticas únicas (DINALI et al., 2017).  
As NPs de ferro/óxido de ferro consistem em arranjos de ânions 
preenchidos com ferro divalentes ou trivalentes (Silva et al., 2014). Existem 16 
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diferentes tipos de óxido de ferro, sendo eles a goetita, wustita, lepidocrocita, 
ferridrita, feroxita, bernalita, hematita, magnetita, maghemita, dentre outros 
(CORNELL & SCHWERTMANN, 2006).   
As NPs de ferro (FeNPs) consistem em um dos tipos de NPs mais 
desenvolvidos e utilizados dentro da microbiologia e biotecnologia (DINALI et al., 
2017). Sendo assim, as FeNPs possuem diversas aplicações biomédicas, como 
a marcação e a separação magnética de tecidos biológicos, endereçamento de 
drogas (drug delivery), aumento de contraste na ressonância magnética e no 
tratamento da hipertermia (HUBER, 2005). Além disso, FeNPs tem atraído muita 
atenção no que se refere a imobilização bacteriana, uma vez que FeNPs 
possuem afinidade química e física por bactérias, ligando-se a elas e portanto, 
conferindo às mesmas propriedades magnéticas (RANMADUGALA et al., 2018). 
Dependendo da cepa do microrganismo e da concentração das NPs, estas 
podem estimular ou inibir o crescimento microbiano. Além disso, devido a suas 
características superparamagnéticas, estas NPs podem ser fontes de calor para 
hipertermia em tecidos infecciosos (DINALI et al., 2017). FeNPs carregadas de 
antibióticos também podem representar uma alternativa muito interessante para 
o delivery destas drogas diretamente ao órgão infectado (DINALI et al., 2017). 
Estas e outras aplicações estão descritas na figura abaixo (Figura 1.5).  
 
 
Figura 1. 5: Diagrama esquemático demonstrando as aplicações de NPs de ferro (descritas como 
IONs) na microbiologia, biotecnologia e medicina moderna. Adaptado de: DINALI et al., 2017. 
 
Uma falha comum na aplicação das NPs consiste tanto na falta de 
informações, quanto em dados contraditórios no que se refere a seletividade de 
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ação destas NPs sob determinadas cepas. Para qualquer aplicação prática, é 
crucial o entendimento da interação entre as FeNPs e o mecanismo alvo (DINALI 
et al., 2017).  Além disso, embora o número de aplicações de FeNPs seja 
bastante vasto, as informações disponíveis atualmente sobre o seu potencial de 
toxicidade ainda são escassas e dados controversos tem sido reportados 
(VALDIGLESIAS et al., 2016). 
Em 2009, Mahmoudi e colaboradores avaliaram a citotoxicidade de 
diversos tipos de FeNPs de diferentes tamanhos e formatos em fibroblastos de 
ratos através do ensaio do MTT e observaram que quando maior o tamanho 
hidrodinâmico das FeNPs, menores eram os efeitos citotóxicos. Em 2011, 
Soenen e colaboradores utilizaram diferentes concentrações de NPs de ferro e 
avaliaram alguns parâmetros em diferentes tipos celulares. Os autores 
observaram que o citoesqueleto, a morfologia celular e a área total ocupada 
pelas adesões focais foram afetados após o tratamento com altas concentrações 
destas NPs. Já em 2014, Seabra e colaboradores avaliaram a citotoxicidade e 
genotoxicidade de dois tipos de NPs de óxido de ferro em quatro tipos celulares 
diferentes: linfócitos humanos, células 3T3, CHO e MCF-7. Observou-se, neste 
caso, que em duas das três concentrações de NPs utilizadas, houve uma 
redução na viabilidade celular relativa de linfócitos e células MCF-7, bem como 
danos ao DNA concentração-dependente nestes mesmos tipos celulares. Da 
mesma forma, Hanot e colaboradores (2015) avaliaram a citotoxicidade de 
diferentes tipos de NPs de ferro através dos ensaios de MTT e sulforrodamina 
B, bem como avaliação da formação das espécies reativas de oxigênio. Foi 
observado um aumento concentração-dependente na toxicidade destas NPs sob 
células CHO, sugerindo os autores que a citotoxicidade destas partículas ocorre 
devido a formação de espécies reativas de oxigênio após internalização das 
partículas pelas células. É importante salientar que diversos estudos têm sido 
conduzidos na tentativa de entender como estes nanomateriais interagem com 
sistemas celulares e se potenciais efeitos adversos podem ser decorrentes da 
exposição a estas NPs (VALDIGLESIAS et al., 2016). Até o momento, 20 
estudos clínicos com estas NPs estão documentados e eles incluem o uso de 
FeNPs principalmente para diagnóstico por imagem, termoablação magnética 
para o tratamento do câncer e tratamento fototérmico de aterosclerose (U.S. 
NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2019). 
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1.6 Nanopartículas de ouro 
 
As NPs de ouro (AuNPs) têm atraído muito interesse científico e 
tecnológico devido a sua facilidade de síntese, estabilidade química e 
propriedades ópticas únicas. AuNPs são relativamente inertes no microambiente 
biológico e possuem um número de propriedades físicas adequadas para 
diversas aplicações biomédicas (ZHANG, 2015). Além disso, AuNPs consistem 
em excelentes plataformas para o desenvolvimento de biosensores 
colorimétricos uma vez que elas podem ser facilmente funcionalizadas, exibindo 
diferentes cores de acordo com o seu tamanho, forma e estado de agregação 
(ALDEWACHI et al., 2017), além de poderem ser conjugadas facilmente a 
ligantes, drogas e outras moléculas-alvo (ZHANG, 2015).  
Estudos têm demonstrado sua ampla aplicabilidade biomédica, como em 
detecção química, imagenologia, endereçamento de drogas (drug delivery) e no 
tratamento do câncer (ALKILANY & MURPHY, 2010; FAN et al., 2011; IRANI et 
al., 2015; KANG et al., 2015) (Figura 1.6). Estas NPs já foram empregadas com 
sucesso para hipertermia direcionada a tumores, como contraste na tomografia 
computadorizada, como carreadores de drogas para drug delivery e microscopia 
fototermal (ZHANG, 2015).   
 
Figura 1. 6. Exemplo esquemático demonstrando os efeitos físicos inerentes às AuNPs, os quais 
permitem as mais diversas aplicações destas NPs. Adaptado de: ALKILANY & MURPHY, 2010. 
 
A utilização de AuNPs já é uma realidade no que se refere ao tratamento 
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de algumas doenças inflamatórias, como a artrite reumatoide. No entanto, a 
utilização destas NPs tem se tornado limitada devido a associação delas com a 
alta incidência de efeitos adversos (CARNEIRO & BARBOSA, 2016).   
Muito embora estas partículas sejam interessantes do ponto de vista 
biomédico, pouco se sabe em relação a atividade biológica delas quando em 
contato com células nos tecidos humanos (KOHL, GORJUP & KATSEN-GLOBA, 
2011). Muito embora o ouro seja biologicamente inerte, a baixa taxa de clearance 
tanto da circulação quanto dos tecidos pode acarretar em problemas para saúde. 
Sendo assim, a avaliação de efeitos de AuNPs em órgãos-alvo e modelos 
celulares que mimetizem este microambiente são necessários antes da 
aplicação na rotina médica para humanos (ZHANG, 2015).  
Em 2015, Dasari e colaboradores realizaram um estudo avaliando a 
atividade de AuNPs sob diversas cepas de bactérias e observaram que além da 
sua atividade antibacteriana, estas NPs foram citotóxicas a queratinócitos e 
linfócitos humanos. Em 2015, Irani e colaboradores observaram que as AuNPs, 
quando associadas a um jato de plasma, levaram à apoptose de células HCT-
116 (células de câncer colorretal humano).  
Em 2016, Hashimoto e colaboradores realizaram um estudo com AuNPs 
e AgNPs (NPs de prata), onde observaram certas vantagens das AuNPs em 
relação as AgNPs, como ausência de citotoxicidade e resposta inflamatória em 
fibroblastos murinos. Em contrapartida, foi constatado que ambos os tipos de 
NPs levaram a inibição da metaloproteinase MMP-1, sugerindo que sejam 
relevantes do ponto de vista clínico no tratamento do câncer.  
Recentemente, em 2018, Lopez-Chaves e colaboradores realizaram um 
extenso estudo com AuNPs de diferentes tamanhos, avaliando a toxicidade in 
vivo e in vitro. Para tanto, células HT-29 e HepG2, bem como ratos Wistar, foram 
expostos a AuNPs de 10, 30 e 60 nm para determinação de distribuição, 
localização celular e avaliação de efeitos deletérios. Os resultados 
demonstraram que AuNPs acumularam-se no intestino, rins, fígado, baço, fezes 
e urina. Estas NPs foram encontradas dentro de células do cólon e fígado. Muito 
embora o tamanho das NPs não tenha acarretado em diferenças na viabilidade 
celular relativa, foi possível observar que o tamanho das AuNPs teve um grande 
impacto na biodistribuição, rota de excreção, bem como efeitos deletérios, 
elucidados pela localização das NPs no núcleo celular e maior dano ao DNA de 
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forma tamanho dependente e inversamente proporcional (quanto menor a AuNP, 
maior o dano celular). Até o momento, existem registrados 12 estudos clínicos 
relacionados a AuNPs e estes incluem principalmente tratamento fototérmico 
para aterosclerose, tratamento do câncer e diagnóstico da doença de Parkinson 
(U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2019).  
Para avaliações terapêuticas e toxicológicas de AuNPs, mais estudos que 
desvendem como esta relação NP-sistemas biológicos acontecem, bem como o 
estabelecimento de uma margem de segurança para o uso terapêutico de AuNPs 
devem ser realizados (CARNEIRO & BARBOSA, 2016).  
1.7 Nanopartículas de bismuto 
 
As NPs de bismuto (BiNPs) consistem em NPs bastante interessantes do 
ponto de vista industrial e têm sido amplamente investigadas a fim de serem 
empregadas nos mais diversos campos (CLAUDIO & CHELLAM, 2014). BiNPs 
são bastante versáteis pelo fato de apresentarem diversas propriedades 
medicinais importantes, agindo como bactericidas, fungicidas, antibiofilme e 
antivirais (HERNANDEZ-DELGADILLO et al., 2017). Sendo assim, estas NPs 
tem sido avaliadas quanto ao seu emprego em antissépticos orais (CLAUDIO & 
CHELLAM, 2014; EL-BATAL et al., 2017; HERNANDEZ-DELGADILLO et al., 
2013; HERNANDEZ-DELGADILLO et al., 2017). Além disso, BiNPs tem sido 
estudadas para seu emprego em termo-quimioterapia, imagenologia (LI et al., 
2016; LIU et al., 2015; SWY et al., 2014; VEINTEMILLAS-VENDAGUER et al., 
2015) e como um potencial agente de radiossensibilização para radioterapia com 
raios X (STEWART et al., 2016). Em relação as suas aplicações industriais, 
BiNPs são bastante promissoras devido ao seu baixo custo quando comparadas 
com outras NPs metálicas (CLAUDIO & CHELLAM, 2014). Muito embora muitos 
compostos derivados de bismuto já tenham sido amplamente empregados para 
fins médicos, industriais e cosméticos por muitas décadas, pouco se sabe em 
relação a toxicidade do bismuto quando encontrado em nanoescala 
(ABUDAYYAK et al., 2017). 
Muito embora a literatura acerca da toxicidade de BiNPs seja escassa, 
alguns trabalhos já avaliaram alguns parâmetros importantes em relação BiNPs. 
É importante ressaltar que a maior parte destes estudos tem avaliado NPs de 
óxido de bismuto (ABUDAYYAK et al., 2017; HERNANDEZ-DELGADILLO et al., 
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2013; LIMAN, 2013) ou mesmo NPs de ferrito de bismuto (STAEDLER et al., 
2015), sendo a maior parte delas também produzidas quimicamente.  
Em 2017, Abudayyak e colaboradores realizaram um estudo com células 
de diferentes órgãos (HepG2, NRK-52E, Caco-2 e células A549) e através de 
avaliações de viabilidade celular relativa (MTT e vermelho neutro), 
demonstraram valores de IC50 de Bi2O3NPs entre 35,11 e 96,55 μg/ml. Além 
disso, neste trabalho, demonstrou-se que a via de morte celular desencadeada 
pelas BiNPs foi apoptose, com mudanças significativas nos níveis de glutationa, 
malondialdeído e 8-hidroxideoxiguanina, indicativo de dano oxidativo. Ainda, foi 
constatado através deste trabalho a internalização destas BiNPs pelas células. 
Já em 2017, Liu e colaboradores demonstraram através da técnica do 
MTT que a viabilidade de células humanas A549 e HEK293 decrescia quando 
as células eram expostas a 160 μg/ml de BiNPs. Além disso, demonstrou-se 
através deste estudo que células HEK293 endocitam BiNPs através de uma via 
não mediada por clatrina e que a toxicidade do bismuto está relacionada ao 
processo de autofagia. Mais recentemente (2018), este mesmo grupo 
demonstrou que BiNPs levam a injúria renal temporária em ratos, processo que 
está relacionado a autofagia. 
Staedler e colaboradores (2015) demonstraram que BiNPs eram 
endocitadas por células A549, NCI-H520 e THP-1 e após 72 horas, e que 
formavam agregados em organelas intracelulares, como lisossomos ou 
endossomos. Em 2012, Luo e colaboradores observaram que NPs de bismuto 
recobertas por diferentes grupamentos químicos levaram a citotoxicidade em 
células HeLa e MG-63. Em 2013, Liman demonstrou que NPs de óxido de 
bismuto causaram efeitos genotóxicos a células meristemáticas de Allium cepa.  
Diferentemente de outros tipos de NPs, as BiNPs chamaram atenção 
apenas recentemente. Até o momento, não existem estudos clínicos com este 
tipo de NP (U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2019), ou mesmo algum 
produto no mercado que as contenha na composição (THE PROJECT ON 
EMERGING NANOTECHNOLOGIES, 2019). Sendo assim, um dos principais 
passos antes o uso destas NPs seja concretizado consiste na avaliação de 
toxicidade e segurança das mesmas de forma robusta e concisa. 
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1.8 Nanopartículas de sílica 
 
 As NPs de sílica (SiO2NPs) têm sido avaliadas quanto a sua aplicabilidade 
nos campos biomédicos e biotecnológicos, como diagnóstico de doenças, 
imagenologia, drug delivery, desenvolvimento de alimentos, cosméticos e 
biosensores (BITAR et al., 2012; MOHAMED et al., 2011). Quando 
funcionalizadas com outros grupamentos químicos, estas NPs podem ainda 
desenvolver um papel virucida, como descrito pelo grupo do Dr. Mateus Borba 
da Unicamp (DE SOUZA E SILVA et al., 2016; DE OLIVEIRA et al., 2016). Como 
estas NPs possuem uma alta capacidade de funcionalização, elas podem ser 
facilmente conjugadas com moléculas fluorescentes, resultando em NPs 
fluorescentes. Estas NPs, em particular, possuem uma série de vantagens 
adicionais como a detecção das NPs dentro e na superfície celular (IZAK-NAU 
et al., 2014), funcionando como sensores lisossomais (ZHANG et al., 2015), 
agentes de bioimagem (GOMES et al., 2016) e sensores químicos (BURNS et 
al., 2016), podendo também ser utilizados para quantificação bacteriana (ZHAO 
et al., 2004). Além disso, estas NPs são particularmente interessantes devido a 
sua fácil produção a um baixo custo. Sendo assim, o seu uso tem crescido 





Figura 1. 7: Representação esquemática de NPs de sílica (SiO2NPs). Carreadores de drogas: 
tipos de SiO2NPs para a entrega de agentes biologicamente ativos e drogas. Grupamentos: 
grupamentos encontrados na superfície de SiO2NPs ou compostos magnéticos. Responsivos a 
estímulos: SiO2NPs respondendo a estímulos como por exemplo pH, glutationa, campo 
magnético, luz, temperatura. Componentes para imagem: SiO2NPs para ressonância magnética, 
aplicações ópticas e de imagem. Adaptado de: MEBERT et al., 2017. 
 
No que se refere a segurança de sua utilização, alguns estudos já 
investigaram a citotoxicidade de SiO2NPs. Em 2006, Lin e colaboradores 
avaliaram a ação de SiO2NPs e observaram que a citotoxicidade ocorre de forma 
dose e tempo-dependente e que está relacionada ao aumento de espécies 
reativas de oxigênio, levando a lipoperoxidação e dano à membrana celular. O 
mesmo fenômeno foi também descrito por Wang e colaboradores em 2009. 
Ainda no mesmo ano, Choi e colaboradores (2009) compararam a citotoxicidade 
de SiO2NPs com outros tipos de NPs e observaram que a sílica levou a uma 
resposta inflamatória com reduzida morte celular por apoptose quando 
comparada com os demais tipos. Mais recentemente, Kim e colaboradores 
(2017) concluíram que a toxicidade de SiO2NPs depende do tamanho, dose e 
tipo celular. Neste estudo eles também observaram que apenas as SiO2NPs de 
60 nm foram endocitadas por células endoteliais de córnea humana, resultando 
em um decréscimo na viabilidade celular (avaliada por CCK-8). Para a avaliação 
de SiO2NPs, diversas estratégias já foram utilizadas, incluindo a funcionalização 
destas NPs a fluoróforos. Em 2012, Uboldi e colaboradores avaliaram 5 
diferentes tipos de SiO2NPs e 1 tipo de SiO2NPs marcada com fluorescência 
frente às células BALB/c 3T3; constatou-se que nas concentrações utilizadas, as 
SiO2NPs não foram tóxicas para as células, nem levaram a mudanças 
morfológicas ou danos genotóxicos. Além disso, pelo fato de terem utilizado uma 
NP marcada, foi possível observar que as NPs são internalizadas e se localizam 
na região perinuclear. Alguns outros trabalhos que empregaram tanto SiO2NPs 
fluorescentes quanto não-fluorescentes já demonstraram que SiO2NPs são 
internalizadas através de uma via dependente de ATP: a endocitose mediada 
por clatrina (HSIAO et al., 2014; HU et al., 2011). Além disso, já foi demonstrado 
que SiO2NPs são acumuladas no citoplasma das células culminando em 
disfunção lisossomal (SCHUTZ et al., 2016); esta mesma organela foi descrita 
como responsável pela exocitose de SiO2NPs (YANES et al., 2013). Um fato 
bastante intrigante ainda relacionado a toxicidade destas partículas consiste em 
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uma patologia denominada de podoconiose, ou elefantíase endérmica não-
infecciosa, uma epidemia encontrada na Etiópia e que é relacionada a exposição 
dos pés a solos ricos em nanopartículas de sílica (LE BLOND et al., 2017).    
 Em relação a estudos clínicos, 6 estudos conduzidos no mundo todo 
relacionam-se a SiO2NPs. Estes consistem no emprego destas NPs para 
diversos fins, como mapeamento de metástases, terapia nanofototérmica para 
aterosclerose e tratamento de periodontite (U.S. NATIONAL LIBRARY OF 
MEDICINE, 2019).  
Até o momento, 43 produtos que empregam SiO2NPs já estão sendo 
comercializados, como em materiais de construção e de limpeza, acessórios 
automotivos, eletrônicos e até cosméticos e suplementos alimentares. É 
importante salientar que para a maioria desses produtos há ausência de 
informações no que se refere a categoria de segurança (unsupported claim) 
(THE PROJECT ON EMERGING NANOTECHNOLOGIES, 2019). Portanto, para 
que possamos usufruir de forma segura das inúmeras vantagens das SiO2NPs 
é preciso avaliar a interação com sistemas biológicos.  
 
1.9 Avaliação da citotoxidade através de métodos in vitro 
 
Para avaliação de toxicidade de compostos, métodos in vivo e in vitro 
podem ser utilizados. O amplo interesse público e científico em promover o 
cuidado e bem dos animais utilizados para testes de toxicidade levou a 
significativas melhorias nas práticas de bem-estar animal, bem como leis e 
regulamentos que visem reduzir, refinar e substituir (conhecido como 3 Rs – do 
inglês “Refine, Reduce, Replace”) o uso de animais em testes de toxicidade 
(FORD, 2016). As metodologias in vitro possuem muitas vantagens, uma vez 
que são mais rápidas, baratas, convenientes, além de possuírem menos 
questões éticas envolvidas do que as metodologias in vivo (FARD, JAFARI & 
EGHBAL, 2015). Com esta finalidade, comitês nacionais e internacionais foram 
criados com o objetivo de organizar a validação de métodos alternativos, como 
o ECVAM (European Centre for The Evaluation of Alternative Methods) na 
Europa, e o ICCVAM (The Interagency Coordinating Committee on the Validation 
of Alternative Methods) nos EUA. Dentre todos os métodos reconhecidos pelas 
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agências regulatórias, linhagens celulares como BALB/c 3T3 (fibroblastos 
murinos) ou NHK (queratinóticos humanos normais) consistem em substratos 
celulares muito conhecidos para testes de citotoxicidade in vitro (OECD, 2010).  
 Dados de toxicidade aguda são exigidos por quadros normativos 
regulatórios a fim de fornecer advertências para classificação de risco e 
rotulagem e para entender sobre possíveis consequências após a exposição a 
substâncias como produtos químicos industriais, biocidas, pesticidas, 
ingredientes cosméticos e produtos farmacêuticos (ECCVAM, 2018). Além disso, 
a avaliação de toxicidade oral aguda consiste tipicamente no primeiro passo para 
a identificação e caracterização dos perigos causados por substâncias químicas 
(ICCVAM, 2001). O valor de DL50, definido como a dose que leva a morte de 
50% dos animais em um determinado período de tempo, é a atualmente a base 
para a classificação toxicológica de químicos (WALUM, 1998). Assim, a 
avaliação da toxicidade sistêmica oral é recomendada para qualquer tipo de 
substância que será destinada para fins de saúde, incluindo NPs.  
 Porém, muito embora o teste de toxicidade oral aguda seja um requisito 
padrão para fins regulatórios, a realidade que encontramos hoje é a proibição de 
testes em animais para determinados produtos (como cosméticos) e a busca 
intensa pela redução do uso de animais para outros produtos (produtos químicos 
industriais) (PRIETO et al., 2013).  
 Para a predição de toxicidade oral aguda in vitro e com o objetivo de 
reduzir o número de animais para classificação e rotulagem de químicos, 
metodologias já padronizadas e validadas existem e já são implementadas no 
mundo todo. A OECD Guideline no. 129 consiste em um documento guia para 
testes de citotoxicidade que visa estimar as doses iniciais para os ensaios de 
toxicidade oral aguda através do ensaio de captação do vermelho neutro (OECD, 
2010). A partir deste ensaio, é possível, através de metodologia in vitro, predizer 
a DL50 (dose letal 50%). Uma vez predita a DL50, é possível então predizer a 
classificação da substância avaliada como pertencente da categoria 1 a 
categoria 6 de toxicidade GHS (ICCVAM, 2006), conforme a tabela 1.2. O grande 
objetivo desta metodologia é reduzir o número de animais utilizados para testes 
de toxicidade oral aguda (STOKES et al., 2008), uma vez que os testes de DL50 
tradicionais estão sendo cada vez mais desencorajados enquanto novos 
métodos estão sendo desenvolvidos e endossados pelos órgãos relatórios 
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(ERHIRHIE et al., 2018).  
 
Classe GHS: DL50 
Categoria 1 DL50 ≤ 5 mg/kg 
Categoria 2 5 ˂ DL50 ≤ 50 mg/kg 
Categoria 3 50 ˂ DL50 ≤ 300 mg/kg 
Categoria 4 300 ˂ DL50 ≤ 2000 mg/kg 
Categoria 5 2000 ˂ DL50 ≤ 5000 mg/kg 
Categoria 6 DL50 ˃ 5000 mg/kg 
Tabela 1. 2: Categorias GHS e seus respectivos valores de DL50. 
 
As células BALB/c 3T3 consistem em uma das principais linhagens 
celulares utilizadas para estimar as doses iniciais dos testes de toxicidade 
sistêmica oral aguda (ICCVAM, 2001, OECD 423). As células BALB/c 3T3 tem 
sido muito utilizadas para avalição de toxicidade (ABUD et al., 2015; HROUZEK 
et al., 2016; THORNE et al., 2014), inclusive para avaliação da citotoxicidade de 
NPs (MANNERSTRÖM et al., 2016; STOCCORO et al., 2016; UBOLDI et al., 
2016). Estudos já demonstraram que células BALB/c 3T3 são mais precisas na 
avaliação de toxicidade in vitro quando comparadas a outras linhagens como 
Caco-2, HepaRG, HepG2, HeLa e hepatócitos (BROEDERS, BLAAUBOER, & 
HERMENS, 2013; HROUZEK et al., 2016). Broeders e colaboradores (2013) e 
Hrouzek e colaboradores (2016) compararam as respostas de células 3T3 com 
outros tipos celulares em relação a avaliações de citotoxicidade e constataram 
que as células 3T3 foram as mais sensíveis e acuradas para avaliação de 
citotoxicidade in vitro. Sendo assim, a utilização destas células para a avaliação 
da toxicidade de NPs pode representar uma abordagem bastante interessante e 
um modelo possível para a avaliação de risco de NPs.  
Em um documento recente da OMS (LEE et al., 2017), elaborou-se um 
documento visando estabelecer guias relacionados a saúde ocupacional de 
trabalhadores expostos a NPs para 11 nanomateriais que são amplamente 
produzidos e que tiveram estudos conduzidos de acordo com as normas da 
OECD  (Organisation for Economic Co-operation and Development), como NPs 
de sílica, óxido de zinco, prata, dióxido de titânio, dentre outros. Como conclusão, 
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de acordo com o tipo de NP, a categorização de risco muda. Desta forma, é 
importante avaliar cada nanomaterial quanto ao seu potencial tóxico. 
 Devido à grande diversidade de propriedades físico-químicas de NPs, 
bem como da vasta complexidade dos sistemas de avaliação, há uma grande 
necessidade da elaboração de estratégias avançadas e altamente acuradas para 
estudar as interações NP-células, bem como a toxicidade. Técnicas 
multidisciplinares utilizando desde ferramentas in silico a avaliações in vivo 
devem ser elaboradas para a avaliação dos possíveis efeitos colaterais 
associados a NPs. Através da utilização de estratégias realmente apropriadas 
que permitam a avaliação de risco para tomada de decisão com um melhor 
entendimento será possível trazer melhores resultados, auxiliando a projetar NPs 
ambientalmente amigáveis e biologicamente seguras (JAIN et al., 2018). Neste 
contexto, no presente trabalho o nosso grupo buscou partir de 4 diferentes 
nanopartículas de interesse para elaboração de produtos para saúde, avaliá-las 
quanto as características físico-químicas e interação com sistemas biológicos, 
avaliando citotoxicidade, efeitos celulares a nível ultra-estrutural e mecanismos 


















2.1 Objetivo Geral  
 
Estudar o efeito citotóxico e a interação de nanopartículas com possível 
aplicação em produtos de saúde em cultivo in vitro de células eucarióticas 
BALB/c 3T3 clone A31. 
2.2 Objetivos Específicos  
 
2.2.1 CAPÍTULO I) 
Os objetivos específicos deste capítulo consistiram em: 
a) Produzir e caracterizar FeNPs e AuNPs quanto a propriedades físico-
químicas; 
b) Avaliar a citotoxicidade de AuNPs em linhagem de fibroblastos murinos 
BALB/c 3T3 através de viabilidade celular; 
c) Obter os valores de IC50 de AuNPs em células BALB/c 3T3; 
d) Predizer matematicamente a DL50 e a classe de toxicidade de AuNPs. 
 
2.2.2 CAPÍTULO II) 
 
Os objetivos específicos deste capítulo consistiram em: 
a) Produzir e caracterizar BiNPs a quanto a propriedades físico-químicas. 
b) Avaliar a citotoxicidade de BiNPs em linhagem de fibroblastos murinos 
BALB/c 3T3 através de viabilidade celular. 
c) Obter os valores de IC20, IC50 e IC80 de BiNPs em células BALB/c 3T3. 
d) Predizer matematicamente a DL50 e a classe de toxicidade de BiNPs. 
e) Avaliar morfologicamente a interação de BiNPs e células BALB/c 3T3. 
f) Avaliar o tipo de morte de celular causado por BiNPs em células BALB/c 3T3. 
 
2.2.3 CAPÍTULO III) 
 
Os objetivos específicos deste capítulo consistiram em: 




b) Avaliar a citotoxicidade de SiO2NPs com e sem fluorescência em linhagem 
de fibroblastos murinos BALB/c 3T3 através de viabilidade celular. 
c) Obter os valores de IC20, IC50 e IC80 de SiO2NPs com e sem fluorescência 
em células BALB/c 3T3. 
d) Predizer matematicamente a DL50 e a classe de toxicidade de SiO2NPs com 
e sem fluorescência. 
e) Avaliar morfologicamente a interação de SiO2NPs sem fluorescência e 
células BALB/c 3T3. 
f) Avaliar o tipo de morte de celular causado por SiO2NPs sem fluorescência 





























Os nanomateriais particulados (NPs) já são uma realidade em nosso dia-a-
dia. Dentre os diversos tipos de NPs utilizadas, podemos citar as nanopartículas 
de ferro (FeNPs), ouro (AuNPs), bismuto (BiNPs) e sílica (SiO2NPs). As FeNPs 
consistem em um dos tipos de NPs mais desenvolvidos e utilizados dentro da 
microbiologia e biotecnologia, possuindo além disso, diversas outras aplicações 
biomédicas, como drug delivery, contraste na ressonância magnética e 
hipertermia. Já as AuNPs têm atraído um enorme interesse científico e 
tecnológico devido a sua facilidade de síntese e potencial de utilização em 
detecção química, imagenologia, drug delivery e no tratamento do câncer. As 
BiNPs têm despertado a atenção da indústria recentemente devido a suas 
propriedades medicinais e seu baixo custo, e por isso têm sido amplamente 
avaliadas quanto ao seu emprego, principalmente na área biomédica. Já as 
SiO2NPs consistem em uma classe de NPs que despertou o interesse da 
indústria há certo tempo, já sendo uma realidade no mercado em materiais de 
construção e de limpeza, acessórios automotivos, cosméticos e suplementos 
alimentares e assim como as BiNPs, as SiO2NPs também tem sido avaliadas 
quanto ao seu emprego em produtos de saúde. No entanto, na contramão das 
diversas vantagens que estas NPs trazem e ainda possam vir a trazer, existem 
muitas controvérsias à respeito da sua toxicidade quando em contato com 
sistemas biológicos. Torna-se crucial que se entendam as interações entre as 
NPs e os sistemas biológicos a fim de que sejam exploradas as aplicações 
biomédicas das NPs, especialmente para drug delivery. Isto é extremamente 
necessário para que se criem NPs que sejam eficientes, seguras, confiáveis e 
não-tóxicas. Portanto, estudos robustos capazes de avaliar os possíveis efeitos 
tóxicos que estes compostos ou produtos que os contenham possam ocasionar 
representam um passo fundamental antes da consolidação da aplicação destas 
NPs na área da saúde. Os ensaios in vitro para avaliação de toxicidade de 
compostos têm sido cada vez mais implementados, uma vez que diversas 
agências regulatórias internacionais têm validado ensaios alternativos ao uso de 
animais para predição de toxicidade. Para tanto, um dos principais tipos celulares 
recomendados por estas agências consiste nas células BALB/c 3T3.  Desta 
forma, este trabalho teve como proposta avaliar a toxicidade de FeNPs, AuNPs, 
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BiNPs e SiO2NPs através da utilização de células, bem como protocolos 
sugeridos recomendadas pelas agências regulatórias internacionais, fornecendo 
































Figura 4. 1: Fluxograma do trabalho: diferentes etapas e avaliações realizadas no presente 
trabalho. NPs de ferro, ouro, bismuto e sílica foram produzidas e caracterizadas quanto a suas 
propriedades físico-químicas. Na sequência, NPs de ouro, bismuto e sílica foram avaliadas 
quanto a sua citotoxicidade em células BALB/c 3T3 seguindo a OECD Guideline 129 e a classe 
GHS foi predita. Por fim, NPs de bismuto e sílica foram avaliadas quanto a sua interação e o tipo 





























5 CAPÍTULO I – Nanopartículas de ferro e ouro 
 
  
Neste capítulo do presente trabalho, serão apresentados os resultados de 
avaliações que foram realizadas, no entanto, não foram publicados devido a 
descontinuação do trabalho por heterogeneidade e instabilidade das NPs 
avaliadas. Para tanto, a metodologia geral será abordada e os resultados serão 




5.1.1.1  Nanopartículas 
 
Foram utilizadas NPs sintetizadas em laboratórios colaboradores, entre elas: 
1) As NPs de ferro (FeNPs) foram sintetizadas através de síntese química e 
cedidas pelo Dr. Dimas Augusto Morozin Zaia (Laboratório de Química 
Prebiótica - Universidade Estadual de Londrina - UEL), seguindo o protocolo 
descrito e publicado pelo grupo anteriormente (CARNEIRO et al., 2013). Para 
tanto, uma solução de KOH (hidróxido de potássio) e FE(NO3)3 (Nitrato de ferro) 
foram misturadas e armazenadas a 70°C por 60 horas. O precipitado foi então 
coletado após centrifugação em redisperso em água destilada (processo 
repetido por 5 vezes). Ao final, o precipitado total obtido foi liofilizado.  
2) As NPs de ouro (AuNPs) foram sintetizadas através de síntese física 
(ablação por raio laser) e cedidas pelo Dr. Arandi G. Bezerra Jr (Laboratório de 
Nanoestruturas para sensores - Universidade Federal Tecnológica do Paraná - 
UTFPR), seguindo o protocolo descrito e publicado pelo grupo anteriormente 
(BEZERRA JR et al., 2018). Para tanto, houve a focalização de um feixe laser 
pulsado de alta potência na superfície de um alvo sólido de ouro com alto grau 
de pureza imerso em água bidestilada estéril (solvente). A solução tornou-se 
roxa à medida que as NPs eram desprendidas do alvo e entravam em contato 
com o solvente. 
 
5.1.1.2  Caracterização físico-química das NPs  
 
As FeNPs foram caracterizadas seguindo as seguintes técnicas: 
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 Caracterização morfológica: Microscopia eletrônica de transmissão 
(TEM) (Microscópio JEM-1400 PLUS –JEOL – Instituto Carlos 
Chagas/Fiocruz-PR). Para tanto, grades de níquel foram revestidas 
com uma resina formvar 15/95 0,5% (15800, Electron Microscopy 
Sciences). Além disso, uma grade de carbono foi adicionada sob as 
grades revestidas. Após revestimento, cerca de 10 μL da solução de 
NPs foram adicionadas sob a grade e aguardou-se a completa 
secagem. As amostras foram então analisadas no microscópio 
eletrônico de transmissão (MET) (Jeol JEM 1400-Plus), com captura 
de imagens pelo software TEM Center for JEM 1400 Plus.  
 Caracterização do perfil de distribuição de tamanho e concentração: 
equipamento Nanosight (NS300 - Instituto Carlos Chagas / Fiocruz-
PR). Para tanto, as suspensões contendo as FeNPs foram diluídas 
1:1000 em água destilada e inseridas no equipamento NanoSight 
NS300 (Malvern Instruments) para que fossem quantificadas. Por 
meio do software NanoSight LM10 3.6, registraram-se partículas em 
fluxo contínuo para determinar sua concentração e tamanho, com 
base na capacidade de dispersão de luz e movimento Browniano. 
Foram realizados 3 registros de 60 segundos cada e a média de 
tamanho e distribuição destes 3 registros foi utilizada. 
As AuNPs foram caracterizadas seguindo as técnicas:  
 Concentração: Espectroscopia UV/Vis (Ocean Optics Model 
USB2000+ - Laboratório de Nanoestruturas para sensores - 
Universidade Federal Tecnológica do Paraná - UTFPR). Para 
tanto, inicialmente foi medido o espectro da luz transmitida pela 
água destilada (solvente em que as AuNPs foram sintetizadas) a 
fim de este sinal fosse utilizado como branco. Na sequência, mediu-
se o espectro da luz transmitida por meio da solução coloidal de 
AuNPs.  
 Caracterização do tamanho: Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) 
(Microtrac Nanotrac Ultra model - Laboratório de Nanoestruturas 
para sensores - Universidade Federal Tecnológica do Paraná - 
UTFPR). Para tanto, partindo da mesma solução utilizada para a 
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espectroscopia UV/Vis, realizou-se a medida da suspensão 
coloidal de AuNPs, informando o tamanho das partículas 
suspensas no meio líquido.  
 
5.1.1.3  Cultivo celular 
 
Os fibroblastos murinos (3T3) de BALB/c foram adquiridos do Banco de 
células do Rio de Janeiro- BCRJ na passagem 91. Estas células foram 
subcultivadas e congeladas para a utilização conforme o experimento. Os lotes 
celulares utilizados foram descongelados e testados para microplasma, através 
da coloração com DAPI (Molecular Probes).  
Para todos os ensaios, as células foram mantidas e cultivadas conforme 
estabelecido pelo ICCVAM (ICCVAM, 2006; ABUD et al., 2015) em DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), suplementado com 10% de soro bovino 
fetal (SBF) e 4 mM de L-Glutamina sem a presença de antibióticos a 37°C, em 
5% CO2.  Para a realização dos experimentos, estas células foram subcultivadas 
após desadesão com uma solução de 0,025% de tripsina (Sigma Aldrich) por um 
período de 3 minutos a 37°C. As culturas eram então observadas ao microscópio 
óptico para observar a individualização celular e meio DMEM suplementado com 
SBF era adicionado para fins de inibição enzimática da tripsina e parada da 
reação. A suspensão celular era então homogeneizada e as células contadas 
com o auxílio da câmara de Neubauer ao microscópio de luz e com a adição do 
corante azul de trypan 0,4% (Sigma Aldrich) na proporção de 1:1. Esta etapa era 
crucial para avaliação de viabilidade celular, uma vez que as células vivas e 
membrana intacta permanecem sem coloração, enquanto as células mortas 
incorporam a coloração azul. Para os experimentos, foram consideradas apenas 
suspensões celulares com viabilidade celular superior a 80%. Após este 
procedimento, as células eram então plaqueadas para os experimentos e 
replaqueadas para sua manutenção em cultura, conforme concentrações 
recomendadas pelas ATCC (American Type Culture Colection). Para todos os 




5.1.1.4  Avaliação da citotoxicidade das NPs por meio de ensaio de 
captação do vermelho neutro  
 
Para avaliação da citotoxicidade e posterior predição da dose inicial para 
ensaio de toxicidade oral aguda, foi utilizada a metodologia validada de captação 
do vermelho neutro “ICCVAM-Recommended Test Method Protocol BALB/c 3T3 
NRU Cytotoxicity Test Method” (2006). O método permite avaliar o potencial 
citotóxico de uma droga através da utilização do corante vermelho neutro, o qual 
é internalizado nos lisossomos de células viáveis; através da análise dos valores 
de absorbância obtidos por meio desta avaliação, é possível calcular os valores 
de IC20, IC50 e IC80.  
Para tanto, 100 uL de suspensão celular a 2.5x104 células/ml foram 
plaqueadas em placas de 96 poços e mantidas por 24 horas. Na sequência, 8 
diferentes concentrações de AuNPs (26,33; 31,86; 38,55; 46,65; 56,45; 68,30; 
82,65 e 100 μg/ml) foram preparadas através de diluição seriada (fator log: 1,21) 
e acrescidas ao meio de cultura por um período de 48 horas. Após o tempo de 
incubação, as células tratadas com diferentes concentrações de AuNPs foram 
incubadas com o corante vermelho neutro (corante catiônico que possui 
afinidade pelos lisossomos) durante 3 horas. Por fim, o corante foi retirado de 
dentro das células através de uma solução dessorbante (50% etanol, 1% ácido 
acético) e a quantidade de corante incorporada pelas células foi mensurada por 
meio de absorbância obtida no leitor de microplaca a 540 nm (Synergy H1 Multi-
Mode reader - Biotek).   
Os critérios mínimos de aceitação descritos no método “BALB/c 3T3 NRU 
Cytotoxicity Test Method by ICCVAM” foram rigorosamente seguidos para este 
teste a fim de que os resultados fossem validados. Estes critérios incluem:  1) 
Controle positivo com SDS: deve ser realizado sempre um tratamento com SDS 
(paralelamente em uma placa separada) como um controle positivo de morte 
celular; caso seja possível o cálculo do IC50 após o tratamento com SDS, o 
ensaio considera-se validado; 2) Valor mínimo de R2 : o R2 da curva deve ser 
maior ou igual a 0,85; 3) Homogeneidade na concentração celular: a diferença 
dos controles negativos (controle do veículo) não pode ser maior que 15% - 
assegurando a homogeneidade no momento do plaqueamento (ICCVAM, 
2006c).  
Uma vez que os resultados obedecessem aos critérios estabelecidos, uma 
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curva dose resposta foi gerada (Curva de Hill). Desta forma, foi possível calcular 
os valores que levam a morte de 20 (IC20), 50 (IC50) e 80% (IC80) das células. 
Ainda, através dos parâmetros obtidos através desta análise, foi possível 
matematicamente predizer o valor de DL50 (dose letal 50%) e inferir a classe de 































5.1.2 APRESENTAÇÃO DOS RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1.2.1  Nanopartículas de Ferro 
 
O Laboratório de Química Prebiótica da Universidade Estadual de Londrina 
produz alguns tipos de NPs de Ferro em seus estudos; sendo assim, três tipos 
de FeNPs foram produzidas por síntese química e cedidas pelo grupo, sendo 
elas: 
1) Goethita pura (GP); 
2) Goethita + cisteína em água destilada (GCD); 
3) Goethita + cisteína em água do mar (GCM). 
O principal objetivo ao avaliar o uso destas NPs consistiu em estudar o 
potencial de aplicação delas, uma vez que FeNPs tem sido amplamente 
utilizadas em tintas, plásticos, borracha, materiais de construção, fabricação de 
papel, produtos alimentícios e farmacêuticos (WANG et al., 2010). Muito embora 
estas NPs em específico não tenham sido avaliadas até o momento quanto ao 
emprego na área biomédica, elas poderiam ser um material interessante do 
ponto de vista industrial se apresentassem homogeneidade e também baixa 
toxicidade.  
Para tanto, a primeira etapa de avaliação destas NPs consistiu na 
caracterização físico-química das mesmas. A fim de serem caracterizadas 
quanto a sua morfologia, as três foram observadas ao microscópio eletrônico de 
transmissão e avaliadas quanto ao perfil de distribuição de tamanho e 
concentração com o auxílio do equipamento Nanosight.  
Os resultados demonstraram que os três tipos de NPs possuem morfologia 
distinta uma da outra (Figura 5.1), conforme anteriormente descrito pelo grupo 
(Carneiro et al., 2013). Enquanto a GP possui morfologia acicular (Figura 5.1A), 
a GCD forma agregados esféricos (Figura 5.1B) e a GCM possui um formato que 





Figura 5. 1: Morfologia de três tipos de FeNPs observada através de MET.  
A) GP: Goethita pura; B) GCD: Goethita + cisteína em água destilada; C) GCM: Goethita + 
cisteína em água do mar. 
 
As NPs de ferro consistem em partículas de grande interesse do ponto de 
vista industrial uma vez que possuem uma vasta gama de aplicações biomédicas 
principalmente devido as suas propriedades magnéticas únicas (MALDONADO-
CAMARGO, UNNI & RINALDI, 2017). Dentre os três tipos de FeNPs, observou-
se que apenas a GCD apresentou propriedades magnéticas, fenômeno 
constatado na presença de um imã. 
 Em relação ao perfil de distribuição de tamanho, observou-se que os três 
tipos de FeNPs consistem em amostras bastante complexas e heterogêneas, 
havendo a presença de partículas de diversos tamanhos em cada uma delas 







Figura 5. 2: Dispersão de tamanho de três tipos de NPs de ferro observada através do aparelho 
Nanosight. A) GP: Goethita pura; B) GCD: Goethita + cisteína em água destilada; C) GCM: 
Goethita + cisteína em água do mar. 
 
Além disso, através do auxílio do equipamento Nanosight, as médias de 
tamanho das três FeNPs foram obtidas (Tabela 5.1). 
Nanopartícula Média de tamanho (nm) Desvio padrão (nm) 
Goethita Pura 107,3 57,7 
Goethita + cisteína (água 
destilada) 222,1 115,5 
Goethita + cisteína (água 
do mar) 108,8 102,7 
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Tabela 5. 1: Média de tamanho de três tipos de NPs de ferro. A) GP: Goethita pura; B) GCD: 
Goethita + cisteína em água destilada; C) GCM: Goethita + cisteína em água do mar. 
 
Para dar prosseguimento ao trabalho, uma vez realizada esta 
caracterização de 1 lote de produção, foram realizadas outras 3 produções 
subsequentes para caracterização e avaliação da viabilidade e reprodutibilidade 
do método, resultando em 4 lotes de cada tipo de FeNP. Todos os lotes foram 
então avaliados quanto a dispersão de tamanho (Tabela 5.2). Este passo é 
crucial uma vez que para a análise de toxicidade é fundamental que as 
nanopartículas possuam uma baixa dispersão no que tange o seu tamanho, já 
que a toxicidade é tamanho-dependente (ISWAYRA et al., 2016; KIM et al., 2015; 
PAN, BARTNECK & JAHNEN-DECHENT, 2012). Além disso, para que seja 
viável a avaliação de interação biológica, faz-se mandatória a homogeneidade 
da dispersão de tamanho das partículas ao longo das produções, não podendo 
esta variar significativamente de lote a lote.  
Através da avaliação da dispersão de tamanho dos três tipos de FeNPs, 
observamos que elas são de fato compostas por uma população de partículas 
bastante heterogênea. Observou-se também que apenas alguma população de 
partículas está na faixa de 1-100 nm, caracterizando-as como nanopartículas.  
No entanto, o ponto chave de alerta que foi observado ao longo das 
caracterizações consistiu no fato de que houve uma heterogeneidade entre as 
replicatas das FeNPs (Tabela 5.2).  Este é o principal fator que inviabiliza a 
avaliação biológica de citotoxicidade in vitro, já que a cada amostra, diferentes 
graus de toxicidade seriam provavelmente observados. A análise de 
citotoxicidade é bastante minuciosa e segue uma ordem de critérios previamente 
estabelecidos pelas agências internacionais regulatórias (ICCVAM, 2006), os 
quais não permitem principalmente variações intra-amostrais. Portanto, a 
avaliação da citotoxicidade das FeNP tornou-se inviável.  
 
 Goethita Pura Goethita + cisteína 
(água) 
Goethita + cisteína 
(água do mar) 
Replicata 1 170,1±99,5 nm 222,1±115,5 nm 108,8±36,3 nm 
Replicata 2 131±45,9 nm 137,9±61,5 nm 129±39,8 nm 
Replicata 3 144,1±55,8 nm 144,7±50,5 nm 138,6±47 nm 
Replicata 4 148,3±50,3 nm 131,6±51,9 nm 130,3±47,9 nm 
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Tabela 5. 2: Avaliação de tamanho de NP de ferro. Valores expressos como média ± desvio 
padrão.  
5.1.2.2  Nanopartículas de Ouro 
 
As NPs de ouro foram sintetizadas por meio de síntese física através de 
ablação por raio laser e cedidas pelo grupo do Dr. Arandi Bezerra Ginane Junior. 
Estas NPs foram caracterizadas quanto ao seu tamanho através de DLS e sua 
concentração calculada através de espectrofotometria (Figura 5.3). Observou-se 
que a distribuição de tamanho destas NPs concentrou-se na faixa de 1-2 nm 
(Figura 5.3 A) e com o pico de absorção na faixa dos 525 nm, condizendo com 
o pico característico do ouro (Figura 5.3 B). Da mesma forma, através de 
espectrofotometria, foi constatada que a concentração da amostra foi de 0,2 




Figura 5. 3: Caracterização das NPs de ouro. A) Análise da dispersão de tamanho das NPs de 
ouro através de DLS; B e C) Avalição espectrofotométrica da amostra. 
 
Conforme metodologia recomendada por órgãos internacionais (OECD, 
2010) e já estabelecida em nosso grupo (ABUD et al., 2015), foi realizada a 
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avaliação da citotoxicidade das AuNPs em células BALB/c 3T3 através do ensaio 
de captação do vermelho neutro. Através desta análise, torna-se possível 
realizar o cálculo dos valores dos ICs (IC20, IC50 e IC80) e a predição de DL50, 
bem como a classe de toxicidade GHS. Para as AuNPs, dois ensaios foram 
validados obedecendo aos critérios da OECD Guideline 129. Através destes 
ensaios, foi possível obter os seguintes valores de IC50: 67,23 μg/ml (exp 3 – 
Replicata 1) e 64,25 μg/ml (exp7 – Replicata 2) (Figura 5.4).  
Como uma primeira aproximação, os valores de IC50 foram utilizados para 
a predição da DL50 (log IC50= log EC50 – (log(Top-Bottom)/Y-Bottom)-
1)/HillSlope) e a classe de toxicidade. Os valores de DL50 calculados foram: 
505,12 mg/kg (exp 3 - Replicata 1) e 508,59 mg/kg (exp 7 – Replicata 2), 
sugerindo que estas NPs enquadrem-se dentro da classe 4 de toxicidade GHS 
(300-2000 mg/kg) (Figura 5.4).  
Para a avaliação da citotoxicidade, foram utilizadas AuNPs provindas do 
mesmo lote de produção. Uma vez que este primeiro lote se esgotou, e com o 
objetivo de dar continuidade ao trabalho com um número de replicatas 
suficientes (mínimo de 3) para análise estatística, um novo lote de AuNPs foi 
produzido. No entanto, a partir desta produção, as AuNPs passaram a precipitar 
nas placas, gerando desvios padrões incompatíveis de acordo com a OECD 
Guideline 129 (≥15%). Sendo assim, não foi possível obter uma triplicata do 
ensaio de citotoxicidade das AuNPs, inviabilizando as avaliações com esse tipo 
de NP, uma vez que a etapa crucial do trabalho consiste na obtenção das 






Figura 5. 4: Viabilidade celular relativa de células BALB/c 3T3 após o tratamento com NPs de 
ouro. Indicado abaixo do gráfico, encontra-se o valor de IC50 calculado após a obtenção da curva 
(n=2) e a classe de toxicidade. 
 
 
 Portanto, devido a heterogeneidade na dispersão de tamanho das FeNPs 
ao longo das produções e a instabilidade das AuNPs, as avaliações biológicas 





















Dose-dependent cytotoxicity of bismuth nanoparticles produced by LASiS in a 
reference mammalian cell line BALB/c 3T3 





            Este capítulo apresenta o artigo publicado na revista Toxicology in vitro, 
que descreve a produção, caracterização de BiNPs produzidas através de 
ablação a laser, assim como a avaliação da citotoxicidade, interação e morte 
celular de BiNPs com células BALB/c 3T3. Tais abordagens compunham os 
objetivos específicos desta Tese. 
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 BiNPs covered by protein coronas seem to present higher stability; 
 BiNPs covered with culture medium or BSA present the same cytotoxicity; 
 Higher concentrations of BiNPs cause cell death mediated by apoptosis in 
24 hours;  




Nanoparticles (NPs) have emerged as new potential tools for many 
applications in previous years. Among all types of NPs, bismuth NPs (BiNPs) 
have a very low cost and potential for many applications, ranging from medicine 
to industry. Although the toxic effects of bismuth have been studied, little is known 
about its toxicity at the nanoscale level. Therefore, in this study, we aimed to 
investigate the cytotoxic effects of BiNPs produced by laser ablation synthesis in 
solution (LASiS) in a reference mammalian cell line to evaluate their cytotoxicity 
(BALB/c 3T3 cells). We also stabilized BiNPs in two different solutions: culture 
medium supplemented with fetal bovine serum (FBS) and bovine serum albumin 
(BSA). The cytotoxicity of BiNPs in culture medium (IC50:28.51±9.96 μg/ml) and 
in BSA (IC50:25.54±8.37 μg/ml) was assessed, and they were not significantly 
different. Second, the LD50 was predicted, and BiNPs were estimated as GHS 
class 4. We also found that cell death occurs due to apoptosis. By evaluating the 
interaction between BiNPs and cells at ultrastructural level, we suggest that cell 
death occurs once BiNPs are internalized. Additionally, we suggest that BiNPs 
cause cell damage because myelin figures were found inside cells that had 
internalized BiNPs. To date, this is the first study to assess the cytotoxicity of 
BiNPs produced by LASiS and to predict the possible LD50 and GHS class of 
BiNPs.  









Nanoparticles (NPs) have become promising tools for many purposes, 
including medical diagnostics and therapeutics (Azhdarzadeh et al., 2015). NPs 
have a high surface-area-to-volume ratio; thus, they might pass through cell 
membranes, which can be responsible for creating adverse interactions (Nath 
Roy et al., 2016). Thus, it is very important to understand the interactions between 
NPs and cells in order to explore the biomedical applications of NPs, especially 
for drug delivery. This is crucial for designing NPs that are efficient, safe, reliable 
and nontoxic (Adjei et al., 2014; Azhdarzadeh et al., 2015). Because human and 
environmental exposure to NPs is inevitable, nanotoxicology research has gained 
more attention (Lewinski et al., 2008).    
Among all types of nanoparticles, bismuth nanoparticles (BiNPs) have 
been evaluated for their use in several different fields. These particles have many 
medicinal properties, such as bactericidal, antibiofilm, fungicidal and antiviral 
activity; thus, BiNPs have been evaluated for their use in oral antiseptics 
(Hernandez-Delgadillo et al., 2013; Claudio & Chellam, 2014; El-batal et al., 
2017; Hernandez-Delgadillo et al., 2017). They have also been evaluated for 
thermo-chemotherapy, imaging (Li et al., 2016; Liu et al., 2015; Swy et al., 2014; 
Veintemillas-Verdaguer et al., 2015) and as a radiosensitizing agent for X-ray 
radiation therapy (Stewart et al., 2016). Regarding industrial applications, they 
are very attractive due to their low cost compared with other metal nanoparticles 
(Claudio & Chellam, 2014). Bismuth-based compounds have been widely used 
for industrial, cosmetic and medical purposes. However, little is known about their 
toxicity at the nanoscale level (Abudayyak et al., 2017).  
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So far, no products using bismuth nanoparticles have been 
commercialized (The Project on Emerging Nanotechnologies, 2018), thus, 
evaluating the toxicity mechanisms of BiNPs is a crucial step before they are 
applied in biomedicine. For the toxicity assessment of NPs, in vitro assays can 
be used; these assays have many advantages because they are fast, cheap, 
convenient and are associated with fewer ethical issues (Fard et al., 2015). 
Among all the in vitro methods recognized by regulatory agencies, cell lines such 
as BALB/c 3T3 (murine fibroblast) or NHK (normal human keratinocytes) are well-
known cell substrates for use in in vitro cytotoxicity testing (OECD, 2010). BALB/c 
3T3 cells are recommended for estimating in vivo starting doses for acute toxicity 
(ICCVAM, 2001). Acute toxicity data are required under regulatory frameworks in 
order to provide classification and labelling warning or even the possible 
consequence after exposure to substances such as industrial chemicals, 
biocides, pesticides, cosmetic ingredients and pharmaceuticals (ECCVAM, 
2018). Acute oral toxicity testing is typically the first step for the identification and 
characterization of the hazards caused by chemicals (ICCVAM, 2001). Also, 
acute systemic toxicity testing is conducted in order to determine the relative 
health hazard of chemicals or products. All substances that are found to cause 
death in animals at or below prescribed doses have to be labeled to identify the 
hazard potential (ICCVAM, 2001). Thus, the evaluation of the oral systemic 
toxicity is very recommended for any type of substance that is going to be used 
for health purposes, such as BiNPs. In this study, we aimed to assess the 
cytotoxicity of BiNPs using a reference cell line (3T3 cells) for toxicity evaluation 






6.1.4.1  Synthesis and characterization of BiNPs 
 
BiNPs were synthesized by laser ablation synthesis in solution (LASiS). 
Bismuth high-purity pellet targets (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; CAS 
number: 7440-69-9) immersed in 5 mL of distilled water were irradiated with the 
fundamental harmonic of an Nd: YAG Laser (Quantronix, Hauppauge, NY, USA; 
model 4117) operating at 1064 nm, Q-switched at 1.5 KHz, delivering pulses of 
200 ns. A 5-cm focal lens was used to concentrate the laser beam on the Bi target 
for 3 min. Mass measurements gave a Bi ablation rate of 2 mg/min under the 
above conditions. 
Because BiNPs in water tend to aggregate and precipitate within 1-3 hours 
after synthesis, we stabilized them by two different approaches. First, BiNPs were 
stabilized by the addition of complete culture media: Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium (DMEM) (Gibco Invitrogen, Carlsbad, California, USA), supplemented 
with 3% fetal bovine serum (FBS) (Gibco Invitrogen, Carlsbad, California, USA) 
and 4 mM L-glutamine (Gibco Invitrogen, Carlsbad, California, USA). However, 
because FBS has a very heterogeneous composition that might change from 
batch to batch (Coecke et al., 2005), we decided to add a more homogeneous 
solution of proteins. Therefore, we added 15 μL of Bovine Serum Albumin (BSA) 
(Affymetrix/USB/ThermoFisher, Waltham, MA, USA) (final concentration of 
BSA:0.05%) to another set of newly synthesized BiNPs to stabilize the 
nanoparticles.  
Saturated brownish colloidal suspensions of BiNPs were then 
characterized by UV/vis spectroscopy (Ocean Optics, Dunedin, FL, USA; Model 
USB2000+ spectrometer from 200 to 1000 nm; operating software Spectrasuite 
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6.1), dynamic light scattering (DLS) (Microtrac, Largo, FL, USA; Nanotrac Ultra 
model, operating software FLEX application 10.6.0), transmission electron 
microscopy (TEM) (Jeol JEM1400-Plus, Tokyo, Japan) and the zeta potential 
(Litesizer 500; Anton Paar, Graz, Austria). 
 
6.1.4.2 Cell culture 
 
Skin fibroblasts from murine embryo BALB/c mice 3T3 NIH Clone A31 
cells (3T3 cells) (Rio de Janeiro Cell Bank – BCRJ, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) 
were cultured according to datasheet instructions. They were cultivated in 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco Invitrogen, Carlsbad, 
California, USA), supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco Invitrogen, 
Carlsbad, California, USA) and 4 mM L-glutamine (Gibco Invitrogen, Carlsbad, 
California, USA). These cells were maintained at 37°C in 5% CO2 atmosphere. 
For the neutral red uptake assay (96-well plate) (ICCVAM, 2006), TUNEL assay 
(96-well plate) and cell-NP interaction assay (6-well plate), 2.5x104 cells/ml were 
plated. 
6.1.4.3  Cytotoxicity evaluation by neutral red uptake 
 
Briefly, cells were seeded into 96-well plates at a concentration of 2.5x104 
cells/ml (100 μl/well) and cultured as described above overnight. Then, BiNPs 
were diluted and prepared according to ICCVAM recommendations (ICCVAM, 
2006b). Eight serial dilutions of BiNPs ranging from 0.94-200 μg/ml were 
prepared in DMEM supplemented with 4 mM L-glutamine (Gibco Invitrogen, 
Carlsbad, California, USA) and 200 IU/ml penicillin and 0.2 mg/ml streptomycin 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and applied to culture plates for 48 hours. 
For the serial dilution, the log-factor of 2.15 was used (ICCVAM, 2006c). 
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To evaluate cytotoxicity, the neutral red uptake (NRU) assay was performed 
(ICCVAM, 2006c). NRU is a quantitative cell viability assay recommended by 
OECD (OECD, 2010) to determine the initial estimated doses for acute oral 
toxicity. For every assay, a positive control of SDS was included, and the assay 
was considered valid only when in accordance with ICCVAM guidelines 
(ICCVAM, 2006c).  
After 48 hours of incubation, the medium was discharged, and cells were 
washed with D-PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline). Cells were stained 
with 25 μg/ml neutral red (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in DMEM (Gibco 
Invitrogen, Carlsbad, California, USA) supplemented 5% with fetal bovine serum 
(Gibco Invitrogen, Carlsbad, California, USA), 4 mM L-glutamine (Gibco 
Invitrogen, Carlsbad, California, USA) and 100 IU/ml penicillin and 0.1 mg/ml 
streptomycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Next, the plates were 
incubated at 37°C for 3 hours. Next, the wells were rinsed with D-PBS, and 
neutral red incorporated by cells was extracted with a solution composed of 50% 
ethanol and 1% acetic acid (Merck, Whitehouse Station, New Jersey, USA). The 
plates were then shaken for 20-45 min. Finally, the optical density of the samples 
was measured at 540 nm using a Synergy H1 Multi-Mode reader (Biotek, 
Winooski, Vermont, USA).  
The acceptance criteria described in the BALB/c 3T3 NRU Cytotoxicity Test 
Method by ICCVAM (Test Acceptance Criteria for Positive Control and Test 
Acceptance Criteria for Positive Control and Test Acceptance Criteria for Test 
Substances) were considered for all tests (ICCVAM, 2006c).  
Finally, the data were analyzed according to ICCVAM recommendations and 
the values of IC20, IC50 and IC80 and the prediction of LD50 were performed 
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(OECD, 2010; ICCVAM, 2006c; ICCVAM, 2006e; Scanu et al., 2011; Abud et al., 
2015). Briefly, data were analyzed in Microsoft Office Excel in order to determine 
cell viability. Data were converted into a percentage of the control. In order to 
calculate IC20, IC50 and IC80 values, data were transferred to GraphPad Prism® 
6.0 to apply a Sigmoidal dose-response (variable slope) with four parameters. 
The parameters were then used with rearranged Hill Function. Outliers were 
analyzed using Grubbs test (available online in 
http://graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm). IC50 was also used to predict LD50 
and GHS class for test substances. The IC50 geometric mean was used to predict 
the LD50 by RC-rat only weight regression using the formula log LD50 (mg/kg) = 
0.372 log IC50 (μg/ml) + 2.024 (R2 = 0.325). Once LD50 was calculated, it was 
possible to predict GHS class for BiNPs.  
 
6.1.4.4  Apoptosis evaluation by the TUNEL Assay 
 
To assess whether the cell death mechanism was apoptosis, the terminal 
deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP Nick-End Labeling (TUNEL) assay was 
performed. TUNEL detects apoptotic cells that have undergone DNA degradation 
in the late stages of apoptosis (Kyrylkova et al., 2012). 
For this assay, cells were seeded into 96-well plates at a concentration of 
2.5x104 cells/ml (100 μl/well) and cultured as described above for 24 hours. Then, 
BiNPs were immediately solubilized in culture medium, and IC20, IC50 and IC80 
concentrations were applied to cell culture plates. After 24 hours, the medium 
with BiNPs was discarded, and the cells were washed once with PBS and fixed 
with paraformaldehyde 4% for 15 min.   
63 
 
Therefore, after fixation, the TUNEL assay was performed according to the 
manufacturer’s instructions (Click-iT® TUNEL Alexa Fluor Imaging Assay - 
ThermoFisher, Waltham, MA, USA), and nuclei were stained with Hoechst 
(included in the kit). Cells were then photographed with the LEICA DMI6000B 
(Leica, Wetzlar, Germany) fluorescence microscope. For each condition, 4 wells 
were used, and 5 pictures of each well were taken. For the nuclei count, ImageJ 
version 1.45d (NIH Image) was used. For the quantification of positive cells, a 
positive control (DNAse) included in the kit was set as a model for positive 
staining. Also, for this assay, three independent assays were performed. 
 
6.1.4.5 Evaluation of 3T3 cells and BiNP interaction by transmission 
electron microscopy (TEM)   
 
 To evaluate the interaction between BiNPs and 3T3 cells, transmission 
electron microscopy (TEM) was performed. Briefly, 2.5x104 cells/ml (2 ml/well) 
were plated, and, after 24 hours, BiNPs were added at 2 different concentrations: 
IC50 concentration (28.51 μg/ml) and a non-toxic concentration (2.02 μg/ml) in 
which cells remained 100% viable (2.02 μg/ml). After 48 hours, the medium with 
BiNPs was discharged, and the cells were washed 5 times with PBS and then 
fixed for 24 hours in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer, 
washed and kept in sodium cacodylate buffer overnight at 4°C. Cells were 
scraped and transferred into a microtube. Samples were post-fixed with solution 
containing 1% osmium tetroxide, 0.8% potassium ferricyanide, 5 mM calcium 
chloride and 0.1 M sodium cacodylate buffer for 1 hour at room temperature, 
washed and dehydrated in a graded acetone series (10 min incubation). Next, 
samples were infiltrated overnight with 1:1 solution of acetone and PolyBed 812 
resin (Polysciences, Warrington, PA, USA) and then were embedded for 6 hours 
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with pure resin. Samples were polymerized for 72 hours at 60°C. Ultrathin 
sections were obtained using a Leica EM UC6 ultramicrotome (Leica, Wetzlar, 
Germany). Samples were contrast-stained with 5% uranyl acetate for 30 min and 
with lead citrate for 5 min. Analysis was performed using a Jeol JEM1400-Plus 
transmission electron microscope (Jeol, Tokyo, Japan). 
6.1.4.6  Statistical analysis 
 
 Data were expressed as the means ± standard deviation (SD). To compare 
IC values between both BiNPs solutions, one-way ANOVA and Tukey’s post test 
was used. For the TUNEL assay, the differences between all groups was 
calculated by one-way ANOVA and Dunnett’s post test using GraphPad Prism® 















6.1.5.1  BiNPs are round shaped and heterogeneous in size 
 
BiNPs were synthesized by laser ablation synthesis in solution (LASiS), a 
green technique that gives access to the preparation of diverse nanomaterials in 
pure solvents, independent from chemical precursors, avoiding the use of toxic 
substances (Barcikowski & Compagnini, 2013). The first step after NP synthesis 
was its physico-chemical characterization. The nanoparticles present a distinct 
plasmon peak at 250 nm (Figure S1) that is characteristic of metallic BiNPs, in 
accordance with the XRD data (Rosa et al., 2014).  
The particle size, size distribution, zeta potential and particle morphology 
of BiNPs were then assessed for BiNPs in water only or being submitted to 






BiNPs paper - Figure 1: BiNPs synthesized by LASis are round shaped and heterogeneous in size. 
After BiNP synthesis, physicochemical characterization was performed. A) Average particle size 
and size distribution measured by DLS of BiNPs in water, medium and BSA. B) Zeta potential of 
BiNPs in water, medium and BSA. C) Particle morphology, as assessed by TEM of BiNPs in 
water, medium and BSA. According to TEM, nanoparticle average size was 19.97 nm with 10.46 
nm size dispersion. Scale bar = 200 nm. 
 
BiNPs newly synthesized by laser ablation in water were at a concentration 
of 0.4 mg/ml (Figure S1) and had an average size of 47 nm (Figure 1A) and zeta 
potential of 39.1 mV (Figure 1B). An average DLS experiment can be performed 
in a couple of minutes, therefore, it constitutes a powerful technique for LASiS 
quality control, especially when combined with UV-Vis. Care was taken so that 
all synthesized nanoparticles had exactly the same DLS and UV-Vis features; 
therefore, the nanoparticles used in all experiments were equivalent in 
concentration, size, and size dispersion. Regarding their morphology, they were 
heterogeneous and mostly rounded in shape, as demonstrated by TEM (Figure 
1C). Because these particles did not remain stable for more than 2 hours, we 
stabilized them by adding proteins to them to form a protein-NP corona (Lundqvist 
et al., 2008; Monopoli et al., 2013; Rahman et al., 2013; Treuel et al., 2015). 
First, BiNPs were resuspended in culture medium with FBS. These NPs 
had an average size of 52 nm (Figure 1A) and a mean zeta potential of -20.2 mV 
(Figure 1B). TEM demonstrated that they were also rounded in shape and had 
an amorphous material, probably proteins, around them, possibly due to the 
corona NP-protein (Figure 1C).  
Second, BiNPs were resuspended in 0.05% BSA. These NPs had an 
average size of 49 nm (Figure 1A) and a zeta potential of -23.8 mV (Figure 1B). 
This zeta potential is compatible with that described for BSA (Böhme & Scheler, 
2006). Additionally, TEM, demonstrated that they were heterogeneous and 
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rounded in shape (Figure 1C). Our next step was to investigate the cytotoxicity of 
BiNPs stabilized with either medium or BSA. 
 
6.1.5.2  BiNPs in medium or BSA present the same cytotoxicity 
 
The cytotoxicity of BiNPs in medium was evaluated at concentrations 
ranging from 0.94 to 200 μg/ml (dilution log factor: 2.15). The IC values obtained 
were as follows: IC20=9.18±6.51 μg/ml, IC50=28.51±9.96 μg/ml and 
IC80=78.32±18.90 μg/ml. Additionally, the predicted LD50 was 363.3±45.92 mg/kg, 
suggesting that BiNPs in medium with FBS might belong to the GHS class 4 for 
acute toxicity (Figure 2A; Table S1).  
The cytotoxicity of BiNPs with BSA was also evaluated. In this case, the 
ICs values were as follows: IC20=71.82±16.67 μg/ml, IC50=25.54±8.37 μg/ml, and 
IC80=8.6±3.35 μg/ml. Additionally, the predicted LD50 was 349.55±42.53 mg/kg, 
classifying BiNPs with the BSA corona as a class 4 compound (Figure 2B; Table 
S2). 
When the comparison between those ICs values is made for the 
cytotoxicity of BiNPs in medium or BSA, no significant differences were found 
between them (Figure 2C), indicating that the corona composition does not affect 
the cytotoxicity of BiNPs. Thus, for subsequent evaluations, BiNPs in medium 




BiNPs paper - Figure 2: The cytotoxicity of BiNPs in medium and BSA is not different. The 
cytotoxicity of BiNPs was assessed by the neutral red uptake assay. Murine BALB/c 3T3 clone 
A31 cells were treated for 48 hours with different BiNP dilutions (in medium and BSA) and then 
were incubated with neutral red solution for 3 hours. A dose-response curve that fit the Hill 
function was obtained for each experiment. LD50 value was calculated using the following formula: 
log LD50 (mg/kg) = 0.372 log IC50 (μg/ml) + 2.024 (R2 = 0.325). A) Cytotoxicity of BiNPs in medium: 
Hill function curve, IC values, LD50 and R2 for the cytotoxicity evaluation of BiNPs in medium. 
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Values are expressed as the means±standard deviation (n=7). B) Cytotoxicity of BiNPs in BSA: 
Hill function curve, IC values, LD50 and R2 for the cytotoxicity evaluation of BiNPs in BSA. Values 
are expressed as the means±standard deviation (n=3); C) Comparison of IC values for BiNPs in 
medium and BSA. No significant difference was found between the IC values. 
 
6.1.5.3  Cell death caused by BiNPs is mediated by apoptosis 
 
 Once a dose-response effect of BiNPs on the relative cell viability could be 
evaluated by the neutral red-uptake assay, our next aim was to investigate the 
mechanism involved in the reduction of cell viability or cell death. 
To that end, the TUNEL assay was performed. Thus, we could quantify the 
percentage of apoptotic cells after 24 hours of incubation with BiNPs.  
The percentage of apoptotic cells were as follows: control (no BiNPs 
exposure)=12.46±1.08; IC20=18,68±2.66, IC50=25.57±5.53, and IC80=30.26. Thus, 
the percentage of apoptotic cells was significantly higher in cells cultivated with 
IC80 (243%) and IC50 (205%) concentrations of BiNPs than in cells with no BiNPs 
exposure (control) (Figure 3C), suggesting a dose-response phenomenon.  
 Furthermore, using the TUNEL assay, we could observe the cell 
morphology and quantify the number of nuclei. Cell morphology was clearly 
affected after incubation with BiNPs. At the highest concentration, cells looked 
smaller, possibly indicating a cell death process (Figure 3A). Additionally, we 
quantified the nuclei in order to estimate the number of cells after BiNPs 
exposure. The percentage of nuclei relative to control (100%) were as follows: 
IC20=72.36±3.85, IC50=69.45±4.96, and IC80=48.09±4.32. Our results 
demonstrated that, as the concentration of BiNPs increases, the number of nuclei 
decreases due to cell death (IC20=27.64%, IC50=30.55%, and IC80=51.91%) (Figure 





BiNPs paper - Figure 3: BiNPs induce cell death in 3T3 cells in a dose-dependent manner. 3T3 
cells were exposed to IC20, IC50 and IC80 concentrations of BiNPs for 24 h and then were assessed 
by TUNEL staining (green). Nuclei were stained with Hoechst (blue). A) Red arrows indicate 
representative positive cells with a different morphology than control cells. Images were acquired 
at 40X magnification. Sixteen images were acquired for each condition, and the number of nuclei 
and positive cells was quantified (three independent experiments). B) Number of nuclei assessed 
by Hoechst staining. C) Percentage of apoptotic cells. Values are expressed as a percentage of 
the positive cells out of the total number of cells. One-way ANOVA and Dunnett’s multiple 
comparisons test:  *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.005; ****: p<0.001. 
 
 
6.1.5.4  BiNP uptake induce ultrastructure cell alteration 
 
Finally, we investigated how BiNPs interacted with 3T3 cells at the 
ultrastructural level. When a non-cytotoxic concentration was used, BiNPs were 
found around the cells (Figure 4A) and seldom inside of them (Figure 4B), 
suggesting that, at a low concentration, these nanoparticles are rarely 
internalized by the cell. No evidence of cell alteration at the ultrastructural level 
was detected for the non-cytotoxic concentration. In contrast, when IC50 was used, 
BiNP internalization by 3T3 cells was observed (Figure 4C and D). BiNPs were 
found inside cytoplasmic vacuole-like structures (Figure 4E). Some of these 
structures have myelin figure features (Figure 4F), the presence of which is a sign 




BiNPs paper - Figure 4: BiNPs become cytotoxic once they are internalized by cells. When a non-
cytotoxic dose was used, nanoparticles were found mostly outside of the cells (A) and rarely inside 
(B). When the IC50 dose was applied, nanoparticles were observed close and inside the 
invagination areas of the membrane (C, D). Nanoparticles were also found within cytoplasmic 
vesicles (E) or myelin figures (F), indicating that BiNPs alter the cell ultrastructure when they are 
internalized. Scale bar = 500 nm in A, B, E and F. Scale bar = 200 nM in C and D. M = 













Nanoparticles have emerged as new promising tools in medicine. 
However, more information regarding their toxicity potential and mechanisms is 
required. Understanding the interaction between NPs and biological systems is a 
key factor for safe and efficient application (Rahman et al., 2013).  
There are only a few studies regarding bismuth nanoparticles toxicity. It is 
important to point out that most of them have used bismuth oxide NPs 
(Abudayyak et al., 2017; Hernandez-Delgadillo et al., 2013; Liman, 2013) or even 
bismuth ferrite NPs (Staedler et al., 2015). Also, most of them have used 
chemically produced NPs. Chemical synthesis can lead to impurities of the 
nanoparticle colloid. Physical synthesis is an efficient method to generate 
nanoparticles in a scalable and clean manner (Barcikowski & Compagnini, 2013). 
Throughout this study, we showed that BiNPs produced by LASiS are round 
shaped and heterogeneous in size. These NPs become stable once they are 
covered by a protein corona, as we have seen with FBS proteins (culture 
medium) and BSA. The protein corona is essential for studies where NPs-cells 
interaction is investigated, once it mimics what occurs in biological milieu 
(Lundqvist et al., 2008; Truel et al., 2015). Also, it has been shown that many 
characteristics of NPs can be affected by the presence of inorganic or biological 
moieties and this might be the reason why many studies have different 
conclusions concerning the same material. Thus, pre-incubating NPs with 
proteins can control the composition of the bio-nano-composite, which is 
essential for its industrial and biomedical applications (Izak-Nau et al., 2013). 
Other studies with chemically synthesized BiNPs have shown cytotoxic 
and genotoxic effects on different cell lines (Hernandez-Delgadillo et al., 2013; 
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Staedler et al., 2015; Abudayyak et al., 2017; Liu et al., 2017). However, none of 
them have used recommended cell lines for toxicity prediction or even reported 
the GHS class of BiNPs. In our study, we used BALB/c 3T3 cells, a reference cell 
line used for in vitro cytotoxicity to estimate the starting doses for acute oral 
systemic toxicity tests (ICCVAM, 2006c). This cell line has been widely used for 
toxicity evaluations (Thorne et al., 2014; Abud et al., 2015; Hrouzek et al., 2016), 
even for NP cytotoxicity evaluation (Mannerström et al., 2016; Stoccoro et al., 
2016; Uboldi et al., 2016). Previous studies have shown that BALB/c 3T3 cells 
are more precise in regard to toxicity evaluation than are other cell lines, such as 
Caco-2, HepaRG, HepG2, HeLa and hepatocytes (Broeders et al., 2013; 
Hrouzek et al., 2016). Both Broeders et al. (2013) and Hrouzek et al. (2016) 
compared 3T3 cells with other cell lines for cytotoxicity evaluation and observed 
that these cells were more sensitive and accurate for in vitro cytotoxicity 
evaluation. By cell viability evaluation, we demonstrated the concentrations that 
led to the death of 20% (IC20), 50% (IC50) and 80% (IC80) of the cells. Other studies 
have also demonstrated the toxic concentrations of bismuth-nano-composites, 
however, it is important to notice that all those NPs evaluated before were 
chemically produced. Abudayyak et al. (2017) showed IC50 values of Bi2O3 NPs 
ranging from 35.11 to 96.55 μg/ml in other cell lines, while Liu et al. (2017) 
showed that the viability of A549 and HEK293 cells was decreased when cells 
were exposed to 160 μg/ml of BiNPs.  
Based on other studies (Scanu et al., 2011; Abud et al., 2015) and on 
OECD (2010) recommendations, we also predicted LD50. This value allows a 
substance to be ranked and classified according to the Globally Harmonised 
System (GHS) for the classification of chemicals that cause acute toxicity. GHS 
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organizes the hazard characteristics of substances based on “hazard classes” 
according to the severity of the hazard. The GHS has five categories for acute 
toxicity, according to the LD50 value of the chemical (US EPA, 2004). By having 
the LD50 value, we were able to predict BiNPs as GHS class 4 for estimating in 
vivo starting doses for acute toxicity (ICCVAM, 2001). The GHS for acute toxicity 
indicates that a class 4 substance has an LD50 from 300 to 2000 mg/kg. Category 
4 substances are classified as harmful, but not fatal or toxic (UN, 2011), such as 
propranolol HCl and sodium dodecyl sulfate (SDS) (Scanu et al., 2011, Abud et 
al., 2015).  It is also very important to note that other studies have shown that 
bismuth is less toxic than BiNPs. Sano et al. (2005) demonstrated that bismuth 
has an LD50 dosage greater than 2000 mg/kg in single and 28-day repeated 
administration studies. They also concluded that the adverse toxic effects of 
bismuth as a simple metal substance are low. According to the MSDS of the 
bismuth target used in this study, bismuth is not considered harmful or dangerous 
(Sigma-Aldrich, 2017). Therefore, the pharmacokinetics and pharmacodynamics 
of BiNPs must be carefully evaluated before they are applied in products because 
bismuth, when found at nanoscale levels, might present different toxicity and side 
effects than bismuth at a bulk scale, as we have seen in this present work. 
In this study, we also demonstrated that the cell death pathway triggered 
by BiNPs was apoptosis, and this was a dose-dependent phenomenon. Similarly, 
Abudayyak et al. (2017) observed the same phenomenon with HepG2 and NRK-
52E cells. They reported that glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA) and 8-
hydroxydeoxyguanine (8-OHdG) levels were significantly changed in those cells, 
indicating oxidative damage. It is known that apoptosis is triggered not only by 
BiNPs but also by other types of NPs, such as palladium (Alarifi et al.; 2017), 
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graphene oxide (Ding et al., 2014), titanium dioxide (Wang et al., 2014), carbon 
(Yan et al., 2017), silica (Wang et al., 2009) and silver (Chen et al., 2016) NPs.    
As shown in this study, BiNPs seem to be endocytosed by cells. 
Additionally, once BiNPs were internalized, cell damage and stress occurred. 
This becomes clear due to the presence of cytoplasmic vesicles and myelin 
figures (Vejux et al., 2007; Watanabe et al., 2009). Myelin figures consist of lipid-
rich multilamellar cytoplasmic structures that are formed through a caspase-
independent event closely linked with the cytotoxicity of some compounds (Vejux 
et al., 2007). Additionally, the evidence of membrane degradation and processing 
might be linked to autophagy (Watanabe et al., 2009), a highly conserved 
homeostatic process where proteins or organelles are sequestered in a double-
membrane-bound vesicle and later degraded. This self-digestion is crucial for the 
maintenance of tissue and organ homeostasis (Yao et al., 2013).    
As already mentioned, some studies regarding chemically synthesized 
BiNPs have been performed. Staedler et al. (2015) demonstrated that A549, NCI-
H520 and THP-1 cells endocytosed BiNPs, and, after 72 hours, they formed 
aggregates in intracellular organelles, such as lysosomes or endosomes. 
Similarly, Abudayyak et al. (2017) showed that cell uptake of BiNPs occurs in 
HepG2, NRK-52E, Caco-2 and A549 cells. Abudayyak et al. (2017) also 
demonstrated that in cell lines that were mostly killed by apoptosis, the cellular 
uptake was higher. Liu et al. (2017) showed that HEK293 cells endocytose BiNPs 
upon ATP consumption via a non-clathrin mediated pathway and that bismuth 
toxicity is likely associated with autophagy. More recently, they also 
demonstrated BiNPs lead to a temporary kidney injury in mice, a process in which 
is linked to autophagy (Liu et al., 2018).   
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Together, these studies may indicate that the mechanisms involved in cell 
damage and death caused by BiNPs are similar when it comes to either 
chemically or physically synthesized BiNPs, as we also suggest by our findings. 
In conclusion, this work shows that BiNPs synthesized by LASiS are 
internalized by 3T3 cells, and they have cytotoxic effects in a dose dependent 
manner. When cells were exposed to a concentration equivaIent to IC50, they 
were internalized by the cells. Our results suggest that this interaction could 
cause ultrastructural damage possibly leading to cell death. 
As a first approach for the evaluation of BiNPs cytotoxicity, we used 
BALB/c 3T3 cells since they are a reference cell line for cytotoxicity evaluations 
(ICCVAM, 2006c). However, for future studies, stem cells and other differentiated 
cells, such as immune and liver cells, should be addressed to evaluate the 
specific effect of BiNP in human cells. Kidney cells of human origin will be of 
particular interest once it has been found that BiNPs exposure is related to 
nephrotoxicity (Liu et al., 2018). Thus, further studies must be performed to 
completely understand the mechanism of cytotoxicity once BiNPs are internalized 
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6.1.9 SUPPLEMENTARY MATERIAL 
 
 






BiNPs paper - Figure S 2: BiNP corona observed by acrylamide gel 10%. BiNPs resuspended in 
medium (BiNP-M; first lane) and BSA (BiNP-BSA; second lane) were evaluated by SDS-PAGE. 






IC50 (μg/ml) IC20 
(μg/ml) 




1 60.80 21.09 7.07 0.9613 328.50 4 
2 58.19 20.71 6.49 0.9734 326.31 4 
3 93.17 45.93 23.19 0.9922 438.85 4 
4 88.90 32.91 7.55 0.9235 387.66 4 
5 88.56 24.50 2.89 0.9733 347.36 4 
6 101.15 25.49 9.78 0.9481 398.70 4 










BiNPs paper - Table S 1: IC values, LD50 and the predicted GHS class for each experiment for the 
cytotoxicity evaluation of BiNPs in medium (n=7) and R2 for each Hill function curve. Values are 



















1 55.47 18.55 6.45 0.9653 311.09 4 
2 88.79 34.66 12.46 0.9345 395.22 4 













BiNPs paper - Table S 2: IC values, LD50 and the predicted GHS class for each experiment for the 
cytotoxicity evaluation of BiNPs in BSA (n=3) and R2 for each Hill function curve. Values are 




































Dose-dependent cell necrosis Induced by Silica Nanoparticles 





Este capítulo apresenta o artigo submetido para a revista Toxicology in vitro, o 
qual descreve a produção e caracterização de dois tipos de SiO2NPs 
produzidas quimicamente, assim como a avaliação da citotoxicidade de ambos 
tipos de NPs, bem como a interação e morte celular de um dos tipos de NPs 
com células BALB/c 3T3. Tais abordagens compunham os objetivos 
específicos desta Tese. 
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- Silica nanoparticles are taken up by 3T3 cells and are found around and 
within cells; 
- Silica nanoparticles are found in vacuole-like structures within cells;  
- Silica nanoparticles at high concentration lead to cell necrosis; 
7.1.2 ABSTRACT 
 
 In recent years, much attention has been given to nanoparticles (NPs) 
due to their many possible applications, and as research has progressed, these 
NPs have become valuable tools for medical purposes. Among many different 
types of NPs, silica nanoparticles (SiO2NPs) have been specifically evaluated 
for medical purposes and have also been used in many different types of 
products. Although SiO2NPs have already been applied and are believed to be 
nontoxic, there is still a concern regarding possible adverse effects that may be 
triggered after SiO2NP exposure. Therefore, in the present study, we employed 
a recommended cell line (BALB/c 3T3) for the toxicity evaluation to investigate 
the cytotoxic effects of SiO2NPs. First, we evaluated the cytotoxic effects of two 
types of SiO2NPs (nonfluorescent and fluorescent) and found that they were not 
significantly different (IC50= 1986.39±237 μg/ml and IC50= 1861.13±186.72 
μg/ml, respectively). Then, we used the predicted LD50 of both types of SiO2NPs 
to suggest that they could be categorized as GHS category 4 substances in 
order to estimate the starting doses for acute oral systemic toxicity tests. By 
ultrastructural evaluation, we found that SiO2NPs are internalized by 3T3 cells 
and are located in vacuole-like structures. We also found that SiO2NPs cause 
































 Nanotechnology is a general term that refers to engineering and 
manufacturing on the nanoscale that includes nanoparticles (NPs) (Saha, 2009). 
In recent years, the production of NPs has grown exponentially (Elssaesser & 
Howard, 2012), and as research progresses, NPs have become promising tools 
for biomedical diagnostics and therapeutics (Azhdarzadeh et al., 2015). However, 
the real toxicological impact and possible hazards of NPs to human health and 
the environment are still under investigation (Elssaesser & Howard, 2012). 
Although the applications of NPs have been widespread, there are many reports 
concerning the side effects of NPs on biological systems and cellular organelles 
(Fard et al., 2015). In fact, the literature remains unclear and includes many 
conflicting reports of cytotoxicity and biological fate, even for identical NPs 
(Azhdarzadeh et al., 2015). Comprehending nanoparticle pathways and 
mechanisms in biological systems may help regulatory bodies elaborate policies 
related to the toxicological potential of nanomaterials (Elssaesser & Howard, 
2012). 
 Among all types of NPs, silica nanoparticles (SiO2NPs) have been used 
in an increasing number of applications, including those related to disease 
diagnostics, imaging, drug delivery, food, cosmetics and biosensors (Mohamed 
et al., 2011). These SiO2NPs are particularly interesting because they are easily 
produced at low cost. Therefore, their use is continually increasing in commercial 
products (Izak-Nau et al., 2013). To date, SiO2NPs have been used in 44 
products, such as construction and cleaning materials, coatings, automotive 
accessories, electronics, and even cosmetics and food supplements (The Project 
on Emerging Nanotechnologies, 2019). SiO2NPs are also very interesting 
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because they can be functionalized with different fluorescent molecules, resulting 
in fluorescent NPs. Since they can be more easily detected, these NPs may be 
imaged within the cells and on cell surfaces (Izak-Nau et al., 2013). Therefore, 
fluorescent SiO2NPs can be used as lysosome-targeting nanosensors (Zhang et 
al., 2018), bioimaging agents and protective nanocarriers (Gomes et al., 2016) 
and chemical sensors, such as a pH indicator (Burns et al., 2006), as well as for 
single bacterial cell quantification (Zhao et al., 2004). 
Even though SiO2NPs have been applied and are believed to be nontoxic, there 
is still a concern about adverse health effects that may be triggered by SiO2NP 
exposure (Uboldi et al., 2012; Izak-Nau et al., 2013). 
To assess the toxic effects of NPs, cytotoxicity assays can be performed. One of 
the best strategies for completing an assay is to employ already existing and 
validated methods for assessing the cytotoxic effects of chemicals (Mannerström 
et al., 2016). Currently, NP interactions with biological systems are mainly based 
on in vitro methods already established for chemicals (Kroll et al., 2009). In vitro 
assays have attracted much attention because they are fast, convenient and less 
expensive than animal models (Fard et al., 2015). Additionally, reducing the use 
of animals has social, economical and ethical implications (Abud et al., 2015) and 
it is a main concern worldwide, including many projects and initiatives to establish 
the in vitro and in vivo relationships to reduce the animal use according to OECD 
Guideline 129 (OECD, 2010).  
Among all types of cells used for toxicity evaluation, BALB/c 3T3 cells have many 
advantages because they correlate well with primary cells (Hrouzek et al., 2016), 
and they are generally more than 1000 times more sensitive than the in vivo 
studies (Zou et al., 2014). Additionally, these cells have been extensively used 
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for the evaluation of cytotoxic effects of chemicals (Thorne et al., 2014; Abud et 
al., 2015; Hrouzek et al., 2016), including NPs (Mannerström et al., 2016; 
Stoccoro et al., 2016; Uboldi et al., 2016). BALB/c 3T3 cells are recommended 
for estimating starting doses for acute toxicity (ICCVAM, 2001). Assessment of 
acute toxicity is generally the first step for identifying the relative health hazard of 
chemicals, once every substance has to be labeled to identify its hazard potential 
(ICCVAM, 2001). In addition, it is extremely important to evaluate the acute oral 
toxicity of substances, especially when the digestive tract is one of the exposure 
routes of a chemical. The GHS categorizes chemicals into 5 categories of acute 
oral toxicity, based on their lethal dose 50 (LD50) for hazard communication 
purposes (US EPA, 2004). 
Therefore, once SiO2NPs have been evaluated for health purposes and oral 
intake has been identified as one of the exposure routes, it is necessary to assess 
their acute toxic effects. It is important to point out that reliable and robust results 
regarding the toxic effects of SiO2NPs in vitro may only be better achieved by 
using homogeneous and characterized NPs in standard models for assessing 
toxicity (Izak-Nau et al., 2013). 
In the present study, we evaluated the interaction between SiO2NPs and BALB/c 
3T3 cells. Both types of SiO2NPs (fluorescent and nonfluorescent) were 
chemically produced and characterized. They both presented similar cytotoxic 
effects and were predicted as GHS category 4 substances, and the starting doses 
for animal testing were estimated to be 300 mg/kg based on OECD 423. SiO2NPs 
were found around and within cells in vacuole-like structures, presented hormetic 






7.1.4.1  Synthesis and characterization of SiO2NPs 
 
7.1.4.1.1 Bare SiO2NP synthesis 
 
The bare SiO2NPs were prepared using a modified Stöber method which 
has been extensively described in the literature (Leirose et al., 2011; Capeletti et 
al., 2014). In summary, 0.63 mL of tetraethyl orthosilicate (TEOS) was added to 
30 mL of ethanol under continuous stirring for 30 min. Then, 1.50 mL of ammonia 
solution 28 wt% was added as a catalyst to the mixture, and this mixture was 
stirred for 3 hours. Subsequently, 0.63 mL of TEOS was added again and the 
reaction was stirred overnight at room temperature. The particles were separated 
by centrifugation (10000 rpm for 15 min; Hitachi Centrifuge Model CR22N, 
Chiyoda, Tokyo, Japan) and washed once with ethanol and four times with 
deionized water. SiO2NPs were dispersed in aqueous solution and the final 
concentration was set to 10.0 g L-1. 
7.1.4.1.2 Fluorescent SiO2NP synthesis 
 
The dye precursor was synthesized by conjugation of the isothiocyanate 
group of rhodamine B isothiocyanate (RBITC) to (3-aminopropyl)triethoxysilane 
(APTES) at a molar ratio of 50:1 (dye:APTES) in absolute ethanol under nitrogen 
flow. The resulting solution was continuously stirred for 24 hours. The conjugate 
was then hydrolyzed in a basic ethanolic solution with TEOS and catalyzed by 
ammonia (Larson et al., 2008). In summary, 0.02 mL of dye precursor and 0.51 
mL of TEOS were added to 30 mL of ethanol under continuous stirring for 30 min. 
Then, 1.50 mL of ammonia solution 28 wt% was added and the resulting mixture 
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was stirred for 3 hours. Subsequently, 0.02 mL of conjugate and 0.51 mL of TEOS 
were added again and the reaction was stirred overnight. A silica shell was 
synthesized around the preformed fluorescent core by the addition of ten 65 μL 
aliquots of TEOS every 15 min. The resulting suspension was continually stirred 
for 24 hours, and the RBITC-SiO2NPs were then centrifuged (10000 rpm, 15 min) 
and subsequently washed once with ethanol and four times with deionized water. 
RBITC-SiO2NPs were dispersed in aqueous solution, and the final concentration 
was set to 5.70 g L-1. 
 
7.1.4.1.3 SiO2NPs characterization 
 
The particle size (Z-average), polydispersity index (PDI) and zeta 
measurement of the dispersions were determined using a Zetasizer Nano ZS 
instrument (Malvern Instruments Ltd., UK). The size and PDI measurements were 
taken at 25°C at an angle of 173°, and the data were calculated as the mean of 
three successive analyses (100 s) for at least three independent samples. The 
dispersions were diluted with water to adjust the signal level. Zeta potential 
measurements were used to evaluate the residual charge of the bare and 
fluorescent silica nanoparticles. The measurements were taken using a He−Ne 
(633 nm) laser. For the analysis, a dispersion of nanoparticles (1 mg.mL−1) was 
prepared in 10 mM phosphate buffer (pH 7.4). Three measurements (each 
consisting of at least 10 scans) were taken for each sample. 
Electron microscopy was performed using a scanning transmission 
electron microscope (SEM-FEM HR, FEI Inspect) operating at an accelerating 
voltage of 10 kV at the Brazilian Nanotechnology National Laboratory (LNNano). 
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Images were acquired in scanning mode. The samples were deposited onto 400 
mesh holey carbon-coated copper grids. 
Fluorescence measurements were performed using a TECAN 
spectrophotometer (Infinite 2000). The analyses were performed in a 96-well 
plate. The excitation parameter was fixed at 524 nm, and emission spectra were 
generated at 560-700 nm. The gain value was kept constant at 120, and three 
measurements were taken for each sample. 
7.1.4.2  Cell culture 
 
For this study, a cell line recommended by International Regulatory 
Agencies was used. Skin fibroblasts, 3T3 NIH Clone A31 cells (3T3 cells), from 
embryonic BALB/c mice (Rio de Janeiro Cell Bank – BCRJ, Rio de Janeiro, RJ, 
Brazil) were cultured and plated as standardized and reported in previous work 
by our group (Reus et al., 2018). 
7.1.4.3  Neutral red uptake assay 
 
To evaluate cytotoxicity, neutral red uptake (NRU) was performed based on 
the OECD protocol (OECD, 2010). NRU is a quantitative cell viability assay 
recommended by the OECD (OECD, 2010) for use in estimating the initial doses 
for the acute oral toxicity test. For this assay, cells were seeded in 96-well plates 
at a concentration of 2.5x104 cells/ml (100 μl/well) and cultured for 24 hours.  
SiO2NPs were diluted and prepared according to ICCVAM recommendations 
(ICCVAM, 2006b). SiO2NPs were prepared in serial dilutions by using a log factor 
of 1.47. Since SiO2NPs were produced in a water solution, they were directly 
added to the culture medium. For each plate, eight serial dilutions of SiO2NPs 
ranging from 192.1-7750 μg/ml (log factor: 1.47) were prepared in DMEM 
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supplemented with 4 mM L-glutamine (Gibco Invitrogen, Carlsbad, California, 
USA), 200 IU/ml penicillin and 0.2 mg/ml streptomycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA), and they were added to culture plates where they remained for 48 
hours of incubation. 
To guarantee the quality of the assay, a positive control of SDS was included, 
and the assay was considered valid only when conducted in accordance with 
ICCVAM guidelines (ICCVAM, 2006c). 
After incubation, the cells were washed with Dulbecco’s phosphate buffered 
saline (DPBS). Then, the cells were stained with 25 μg/mL neutral red (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) in DMEM (Gibco Invitrogen, Carlsbad, California, 
USA) supplemented with 5% fetal bovine serum (Gibco Invitrogen, Carlsbad, 
California, USA), 4 mM L-glutamine (Gibco Invitrogen, Carlsbad, California, 
USA), 100 IU/mL penicillin and 0.1 mg/mL streptomycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA) for 3 hours at 37°C. Then, the cells were rinsed with DPBS, and excess 
neutral red was extracted with a solution composed of 50% ethanol and 1% acetic 
acid (Merck, Whitehouse Station, New Jersey, USA). Next, the plates were 
shaken for 20-45 min. The optical density of the samples was measured at 540 
nm using a Synergy H1 Multi-Mode reader (Biotek, Winooski, Vermont, USA). 
For all tests, the acceptance criteria according to the BALB/c 3T3 NRU 
cytotoxicity test method recommended by ICCVAM (Test Acceptance Criteria for 
Positive Control and Test Acceptance Criteria for Test Substances) were used 
(ICCVAM, 2006c). 
Data were analyzed following ICCVAM recommendations, and the values of 
IC20, IC50 and IC80 and the predicted LD50 were assessed (OECD, 2010; ICCVAM, 
2006c; ICCVAM, 2006e; Scanu et al., 2011; Abud et al., 2015). First, data were 
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analyzed in Microsoft Office Excel to determine cell viability. Then, the data were 
converted into a percentage of the control. To determine the IC20, IC50 and IC80 
values, the data were transferred to GraphPad Prism® 6.0, and a sigmoidal dose 
response (variable slope) with four parameters was obtained. Then, the 
parameters were used with the rearranged Hill function. Outliers were identified 
using the Grubbs test (available online at 
http://graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm). In addition, IC50 was used to 
predict LD50 (log LD50 (mg/kg) = 0.372 log IC50 (μg/mL) + 2.024 (R2 = 0.325)) and 
determine GHS category (based on the LD50 value). 
7.1.4.4 Transmission Electron Microscopy - TEM 
 
To analyze the interaction between SiO2NPs and 3T3 cells, we used 
transmission electron microscopy (TEM). First, 2.5x104 cells/mL (2 mL/well) were 
plated in a 6-well plate, and after 24 hours, the SiO2NPs were added at 3 different 
concentrations and retained for 24 hours: an IC50 concentration (1986.36 μg/mL) 
and two nontoxic concentrations (465.1 μg/mL and 1129.1 μg/mL). The nontoxic 
concentrations corresponded to two different concentrations at which cells 
remained 100% viable. The protocol for TEM was performed as reported in a 
previous work by our group (Reus et al., 2018). 
7.1.4.5 TUNEL Assay 
 
The terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP nick-end labeling 
(TUNEL) assay was performed to evaluate apoptosis. By TUNEL, it is possible 
to detect apoptotic cells that have undergone DNA degradation in the late stages 
of apoptosis (Kyrylkova et al., 2012). 
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Cells (2.5x104 cells/ml) were seeded in 96-well plates (100 μL/well) and 
cultured for 24 hours. SiO2NPs were prepared in culture medium at IC20, IC50 and 
IC80 concentrations; then, they were added to the cell culture plates. After 24 
hours, the medium was discharged and the cells were washed once with PBS 
and then fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min. 
Then, the TUNEL assay was performed following the manufacturer’s 
instructions (Click-iT® TUNEL Alexa Fluor Imaging Assay – Thermo Fisher, 
Waltham, MA, USA). Additionally, the nuclei were stained with Hoechst (included 
in the kit). Four wells of each condition were then analyzed using Operetta CLS 
(Perkin Elmer). Twenty-five pictures of each well were captured through the 20x 
objective lens. A positive control (DNAse) included in the kit was set as the model 
for positive staining. Three independent assays were performed. 
7.1.4.6 Ethidium bromide and acridine orange differential staining assays 
 
 
Necrotic cell death was quantified by the differential staining method, using 
ethidium bromide (EB) and acridine orange (AO) dyes, according to a protocol 
adapted from McGahon et al. (1995). Balb/c 3T3 cells (2.5x104 cells/mL) were 
seeded in 96-well plates and cultured for 24 hours. SiO2NPs were prepared in 
culture medium at concentrations of IC20, IC50 and IC80. As a positive control, 
treatment with hydrogen peroxide (Farmax, Belo Horizonte, BRA) at a 
concentration of 0.5 mM was used, and in the negative control, the cells were 
treated with culture medium. The different treatments were added, and the cells 
were incubated for another 24 hours. Then, 4 μl of a 1:1 solution of AO (100 μg / 
mL) / EB (100 μg / mL) was added to the treated cell culture. Finally, the images 
were acquired with the Operetta CLS system (Perkin Elmer). Six wells were 
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analyzed, with 25 photos of each well taken with the 20x objective lens for each 
treatment at a maintained temperature of 37°C and 5% CO2 during the analysis. 
Data were collected by Harmony 4.5 software (Perkin Elmer) and analyzed in 
GraphPad Prism® 6.0. The results were expressed as the number of cells 
positive for ethidium bromide stain (necrotic cells). Three independent assays 
were performed. 
 
7.1.4.7  Statistical analysis 
 
 
All data were reported as the means ± standard deviations (SDs). One-
way ANOVA and Tukey’s posttest were used to compare IC values between both 
types of SiO2NPs. For TUNEL, differences among all conditions were calculated 
by one-way ANOVA and Dunnett’s posttest. For all evaluations, GraphPad Prism 
















7.1.5.1 SiO2NPs characterization 
 
 
 SiO2NPs and RBITC-SiO2NPs were investigated by DLS, zeta potential, 
SEM and fluorescence spectroscopy. Based on the DLS results (Figure 1A), 
SiO2NPs and RBITC-SiO2NPs presented average hydrodynamic diameters of 
98.9 ±0.7 and 107.3 ±0.4 nm, respectively, with considerably low polydispersity. 
The negative zeta potentials observed for both NPs (-44,4 mV for SiO2NPs and -
38.7 mV for RBITC-SiO2NPs) are related to negatively charged hydroxyl groups 
on their surface (Oliveira et al., 2018). Figures 1B and C, obtained by SEM, show 
the typical morphology of SiO2NPs and RBITC-SiO2NPs as quasi-spherical 
structures In addition, from the SEM image, it was also possible to obtain particle 
size distributions, which presented the average mean values of 80 nm for both 
SiO2NPs and RBITC-SiO2NPs. The average mean values determined by DLS 
are considerably larger than those obtained by SEM. This discrepancy is because 
SEM relies on a number-based measurement in a dried state, while DLS is a 
scatter-based technique used for aqueous suspensions. Furthermore, the 
emission spectrum for the NPs is presented in Figure 1D. As expected, SiO2NPs 
did not show fluorescence, while the RBITC-SiO2NPs showed fluorescence in the 






SiO2NPs paper - Figure 1: Characterization data of the SiO2NPs and RBITC-SiO2NPs. A) DLS 
measurements for nanoparticle dispersion (1 g L-1). SEM images of B) SiO2NPs and C) RBITC-
SiO2NPs. D) Fluorescence measurements of the nanoparticle dispersion (1 g L-1). Three 
independent DLS and fluorescence experiments were conducted. The triplicate mean is shown, 
with error bars representing the standard deviation values. 
 
7.1.5.2  SiO2NP cytotoxicity evaluation 
 
 
The cytotoxic effects of SiO2NPs were evaluated by neutral red uptake 
assay (NRU). For the assessment, SiO2NPs concentrations from 522.5-7750 
μg/ml (dilution log factor: 1.47) were considered. The IC values were as follows: 
IC80= 2992.48±558.23 μg/ml, IC50=1986.39±237 μg/ml and IC20= 
1434.16±124.62 μg/ml (Figure 2A). The predicted LD50 was 1779.71±78.58 
mg/kg (Figure 2A), indicating that these NPs might belong to GHS category 4 for 
inducing acute toxicity. 
Additionally, to compare the cytotoxic effects of SiO2NPs and RBITC-
SiO2NPs, the same assay for SiO2NPs was performed for RBITC-SiO2NPs. For 
the assessment, RBITC-SiO2NPs concentrations from 192.1-2850 μg/ml (dilution 
log factor: 1.47) were used. For these NPs, the IC values were as follows: IC80= 
2474.76±221.13 μg/ml, IC50= 1861.13±186.72 μg/ml and IC20= 1510.3±186.96 
μg/ml (Figure 2B). The predicted LD50 was 1737.87±64.81 mg/kg (Figure 2B), 
suggesting that the RBITC-SiO2NPs, similar to the SiO2NPs, might belong to 
GHS category 4 for inducing acute toxicity. 
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Finally, all the IC values for SiO2NPs and RBITC-SiO2NPs were 
compared, and no significant differences were detected between them (Figure 
2C), indicating that the dye precursor located in the core of the particle does not 
interfere with the ultimate cytotoxic effects of the nanoparticle. 
Additionally, the predicted LD50 can be used for the estimation of the initial 
dose for acute oral toxicity assay, with a suggested starting dose of 300 mg/kg 
for animal testing in accordance with OECD 423 (Abud et al., 2015). 
In this first approach, the main objective was to evaluate the cytotoxic 
effects of SiO2NPs using the recommended protocol for cytotoxicity evaluation. 
Since the cytotoxic effects of SiO2NPs and RBITC-SiO2NPs were similar, the 




SiO2NPs paper - Figure 2: The cytotoxic effects of SiO2NPs and RBITC-SiO2NPs were not different. 
The cytotoxic effects of NPs were assessed by NRU. Murine BALB/c 3T3 clone A31 cells were cultured 
for 48 hours with the NPs, and then, cytotoxicity was evaluated by neutral red uptake. Then, a dose-response 
curve that fit the Hill function was generated for each experiment. The LD50 value was calculated using 
the formula log LD50 (mg/kg) = 0.372 log IC50 (μg/ml) + 2 
.024 (R2 = 0.325). A) The cytotoxic effects of SiO2NPs: Hill function curve, IC values, LD50 and R2 for 
the evaluation of the cytotoxic effects of SiO2NPs. Values are expressed as the means±standard deviations 
(n=4). B) Cytotoxic effects of RBITC-SiO2NPs: Hill function curve, IC values, LD50 and R2 for the 
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evaluation of the cytotoxic effects of RBITC-SiO2NPs. Values are expressed as the means±standard 
deviations (n=3); C) Comparison of IC values for SiO2NPs and RBITC-SiO2NPs. No significant 
differences were found between the IC values. 
 
7.1.5.3  Hormesis may be induced by SiO2NPs 
  
When cell viability was assessed by NRU, it was possible to detect a 
cellular phenomenon caused by SiO2NP exposure. Therefore, in order to 
evaluate this phenomenon, SiO2NPs concentrations from 4.7-7750 μg/ml were 
considered and NRU was performed. The results demonstrated that SiO2NPs led 
to a biphasic dose response (Figure 3). At high concentrations, SiO2NPs led to 
cell death as shown (Figure 2A; Figure 3). However, at low concentrations, an 
increase in cell viability was detected (Figure 3), suggesting that cell proliferation 
is stimulated. In hormesis, there is a low-dose stimulation, or beneficial effect, 
and a high dose inhibition, or toxic effect, which are adaptive responses of cells 
to moderate stress (Mannerström et al., 2016). Therefore, another interesting 
finding about these NPs is that SiO2NPs caused hormetic effects in the BALB/c 
3T3 cells. 
 
SiO2NPs paper - Figure 3: SiO2NPs led to a biphasic dose response (hormesis) in 3T3 cells. Cell 
viability was measured by neutral red uptake after 48 hours of exposure to SiO2NPs at different 
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concentrations. The dose response was determined for each experiment. One-way ANOVA with 
Dunnett’s posttest was used. At high concentrations, a decrease in cell viability was observed. At 
low concentrations, an increase in cell viability was detected. *** p<0.005; **** p<0.001. 
 
7.1.5.4  SiO2NP uptake 
 
We also investigated how SiO2NPs interacted with BALB/c 3T3 cells at the 
ultrastructural level. For the assessment, we exposed 3T3 cells to three different 
SiO2NP concentrations: 465.1 μg/mL (a noncytotoxic concentration found in the 
cell viability assay) (Figure 4B), 1129.1 μg/mL (a noncytotoxic concentration that 
led to an increase in cell viability - hormesis) (Figure 4C) and 1986.39 μg/mL (IC50 
concentration) (Figure 4D, 4E, 4F, 4G and 4H). When both noncytotoxic 
concentrations (465.1 μg/mL, 1129.1 μg/mL) (Figure 4B and 4C) and the IC50 
concentration were used (1986.39 μg/mL) (Figure 4D), many SiO2NPs were 
found inside and outside the cells. Internalization occurred at all concentrations, 
and SiO2NPs were found inside cytoplasmic vacuole-like structures (Figure 4B, 
4C and 4D). At the IC50 concentration, most of the cells had preserved 
ultrastructure (Figure 4D); however, a few were found with a ruptured plasma 
membrane (Figure 4F), disappearing organelles and a greatly damaged 
endomembrane system (Figure 4E, 4G and 4H). These morphologic features are 
typical of necrotic cell death (Mahto et al., 2011). Although the TEM technique is 
not a quantitative methodology, it is considered the gold standard technique for 





SiO2NPs paper - Figure 4: 3T3 cells exposed to SiO2NPs do not present ultrastructure changes 
in comparison with control cells, but at higher concentration, a few present morphologic features 
typical of necrosis. The analysis by transmission electron microscopy showed that, at low doses 
(465,1 μg/mL and 1129.1 μg/mL), 3T3 are tolerant to SiO2NPs and do not present with significant 
cell damage or alteration at the ultrastructural level (B, C) in comparison with the negative control 
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(A). At both noncytotoxic concentrations evaluated (B = 465.1 μg/mL and C = 1129.1 μg/mL), 
SiO2NPs accumulate in the cytoplasm in vacuole-like structures (yellow arrowheads). When the 
IC50 dose was applied (1986.39 μg/mL), for most of the cells, the ultrastructure was preserved 
(D), and a few cells were clearly undergoing a necrotic process (E, F, G, H). We identified cells 
with greatly damaged cytoplasm and endomembrane system (E, green arrowhead). At a high 
magnification of the demarcated area (F), it was also possible to observe the rupture of the 
nuclear membrane (blue arrowhead). Cells in later stages of necrosis, with disrupted plasma 
membranes and released cytoplasmic content in the extracellular space, were also observed (G, 
H, red arrowheads). A) Negative control (3T3 cells without treatment). B) 3T3 cells exposed to a 
noncytotoxic concentration of SiO2NPs (465.1 μg/mL). C) 3T3 cells exposed to a noncytotoxic 
concentration of SiO2NPs (1129.1 μg/mL). D, E, F, G, H) 3T3 cells exposed to the IC50 
concentration (1986.39 μg/mL). Scale bar = 2 μm in A, D, G and H. Scale bar = 1 μm in B, C, E 
and F. Mt=Mitochondria; Nu=nucleus; PM=plasmatic membrane; and ER=endoplasmic reticulum. 
 
7.1.5.5  Cell necrosis induced by SiO2NPs 
 
 
Once we observed typical cell death features in the IC50 concentration 
(Figure 4E, 4F, 4G and 4H), our next aim was to investigate the cell death 
mechanism that was triggered by SiO2NPs. First, we assessed whether apoptosis 
was responsible for the reduction of cell viability by conducting a TUNEL assay 
after 24 hours of exposure. The intensity ratio of apoptotic cells was determined 
as follows: negative control (no SiO2NP exposure) = 0.9±0.11; positive control 
(DNAse) = 2.6±0.99; IC20 = 1.17±0.25; IC50 = 1.23±0.32; and IC80 = 1.23±0.30. 
Therefore, the ratio of apoptotic cells in SiO2NP-exposed cells was not different 
from that in the negative control (no NP exposure), suggesting that apoptosis is 
not the mechanism that leads to cell death by SiO2NPs (Figure S1). 
 Once apoptosis was not detected, we aimed to corroborate the findings 
revealed previously by TEM (necrosis). For that purpose, cells were exposed to 
SiO2NPs for 24 hours, and ethidium bromide/acridine orange differential staining 
was performed (Figure 5). In this evaluation, cells positive for ethidium bromide 
are considered necrotic (Figure 5C). The number of necrotic cells was determined 
as follows: negative control (no SiO2NP exposure) = 16.39±7.88 (Figure 5B); 
positive control (hydrogen peroxide) = 730.50±192.55 (Figure 5C); IC20 = 
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109.50±42.98 (Figure 5D); IC50 = 236.33±93.35 (Figure 5E); and IC80 = 
433.33±127.80 (Figure 5F), indicating that SiO2NPs lead to BALB/c 3T3 cell 
death by necrosis (Figure 5A). 
 
SiO2NPs paper - Figure 5: SiO2NPs induce necrosis in 3T3 cells in a dose-dependent manner. 
Cells were exposed to IC20, IC50 and IC80 concentrations of SiO2NPs for 24 hours and then 
assessed by ethidium bromide (EB) /acridine orange (AO) differential staining. Viable cells 
present with the nucleus stained in green and the cytoplasm stained in orange, a characteristic 
of the AO dye. A) %Necrotic cells, with a compromised nuclear membrane, have a nucleus 
intensely stained in orange, a characteristic of the EB dye. B) Negative control (cells without 
treatment). C) Positive control (hydrogen peroxide). D) IC20 concentration. E) IC50 
concentration. F) IC80 concentration. One-way ANOVA and Dunnett’s multiple comparisons 
















Nanoparticles have attracted much attention in industrial and medical 
fields in recent years. However, adverse effects of NPs on biological systems 
and cellular components have been reported (Fard et al., 2015). Therefore, 
understanding the interactions of NPs with cells has become essential for fully 
exploring the biomedical applications of NPs, especially with regard to drug 
delivery (Adjei et al., 2014). 
Also, one of the main challenges in nanotechnology is the production and 
design of homogeneous nanoparticles. The preparation of nanoparticles in a 
reproducible and scalable way is a key step for industrial application (Rietscher 
et al., 2014). Since, cytotoxicity of NPs is size-dependent (Adjei et al., 2014; 
Iswayra et al., 2016; Kim et al., 2014; Kim et al., 2015; Pan et al., 2012; Vicente 
et al., 2017), nanoparticles with a low dispersity and homogeneous size 
represent promising tools for industrial applications.  
Silica nanoparticles (SiO2NPs) have been extensively studied in recent 
years, and increasing applications have been found for them in both biomedical 
and biotechnological fields (Mohamed et al., 2011). Therefore, evaluating their 
activity within biological systems is highly recommended. 
In this study, the cytotoxic effects of two types of homogeneous 100-nm 
SiO2NPs (with and without a fluorescent label) were assessed in BALB/c 3T3 
cells. We showed that they do not differ in regard to cytotoxic effects. Additionally, 
BALB/c 3T3 cell death only occurred at very high concentrations (more than 1 
mg/ml). Many in vitro studies have shown that SiO2NPs cause low toxicity (Uboldi 
et al., 2012; Hsiao et al., 2014; Izak-Nau et al., 2013; Manneströem et al., 2016). 
In 2013, Izak-Nau et al. assessed the cytotoxic effects of 50-nm SiO2NPs in 
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different neural tissue-type cells and concluded that NPs only lead to cell death 
at very high particle doses. In 2016, Manneström et al. evaluated the cytotoxic 
effects of many types of NPs (including two types of mesoporous SiO2NPs) 
through conventional methodologies for toxicity evaluation, including neutral red 
uptake with BALB/c 3T3 cells (OECD Guideline 129); however, the IC50 was not 
calculated in this study. Uboldi et al. (2012) also demonstrated that SiO2NPs did 
not cause any cytotoxic or genotoxic damage in BALB/c 3T3 cells at 
concentrations up to 100 μg/ml. Also, in 2010, Sohaebuddin et al. indicated that 
30nm-SiO2NPs were cytotoxic to 3T3 fibroblasts, more cytotoxic to hT bronchial 
epithelial cells and even more cytotoxic to RAW macrophages in concentrations 
from 100-1000 μg/ml, demonstrating that cytotoxicity is also cell-dependent. Even 
though BALB/c 3T3 cells are not human cells, they have a great importance when 
it comes to cytotoxicity assays. These cells consist in a reference cell line for in 
vitro cytotoxicity evaluations (ICCVAM, 2006c) and they have been extensively 
used even for NPs cytotoxicity assessments (Mannerström et al., 2016; Stoccoro 
et al., 2016; Uboldi et al., 2016). Also, by using these cells, it is possible to 
estimate in vivo starting doses for acute toxicity tests (ICCVAM, 2001).  
It is the first time that IC20, IC50 and IC80 concentrations of SiO2NPs were 
demonstrated for SiO2NPs with a validated OECD-based methodology and a 
reference cell line previously used for in vitro cytotoxicity (ICCVAM, 2006c). It is 
also the first time that the GHS category has been predicted for these NPs. 
According to the LD50, it is possible to rank and categorify a substance according 
to the Global Harmonized System (GHS). The GHS has five categories for acute 
toxicity according to the severity of the hazard (US EPA, 2004). Through our 
results, we have indicated that SiO2NPs might belong to GHS category 4 for 
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toxicity because the LD50 predicted for both NPs was approximately 1700 mg/kg. 
The GHS for acute toxicity indicates that category 4 substances are associated 
with an LD50 ranging from 300-2000 mg/kg and by this result we were able to 
indicate the starting doses for the acute oral systemic toxicity tests, according to 
OECD Guideline 129 (OECD, 2010). These substances are indicated as harmful 
but not toxic or fatal (UN, 2011). A previous study performed by our group 
revealed that bismuth nanoparticles are also categorified as GHS category 4 
(Reus et al., 2018). Propranolol HCl and sodium dodecyl sulfate (SDS) are also 
category 4 substances (Scanu et al., 2011, Abud et al., 2015). In 2014, Lee et al. 
evaluated the tissue distribution and excretion kinetics of orally administered 
SiO2NPs in a single dose of 500 or 1000 mg/kg to rats; the kidneys, liver, lungs 
and spleen were found to be the target organs, and no acute toxicity was 
exhibited at those doses. Xie et al. (2010) also investigated the long-term (30 
days) tissue distribution and potential toxic effects of intravenously administered 
SiO2NPs and found these NPs in the lungs, liver and spleen, indicating liver injury 
because of the endocytosis by macrophages. In 2017, Chan et al. investigated 
the in vivo toxic effects of SiO2NPs in doses up to 300 mg/kg in mice; all the 
animals survived and behaved normally after intravenous administration of the 
NPs. In addition, in 2011, Liu et al. evaluated the toxic effects of the systemic 
single and repeated dose toxicity and the biodistribution and clearance of 
mesoporous hollow silica nanoparticles (MHSNs) in mice; for single-dose toxic 
MHSNs, the LD50 was higher than 1000 mg/kg, and for the repeated dose, low 
toxicity was observed with MHSN accumulation in the liver and spleen. 
Moreover, we also observed that SiO2NPs can cause hormetic effects; 
these phenomena were already associated with NPs (Nascarella & Calabrese, 
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2012), including SiO2NPs. In 2016, Mannerström et al. evaluated the applicability 
of conventional cytotoxicity assays to predict the toxic effects of many types of 
NPs, including SiO2NPs; they observed hormetic effects, with an increase in cell 
viability and mitochondrial activity when cells were exposed to 465 μg/ml of 
SiO2NPs. It is important to point out that this is the same concentration that we 
used in this study, and we observed hormesis. In 2016, Mytych et al. evaluated 
low doses of nanodiamonds and SiO2NPs in normal human skin fibroblasts and 
observed a biphasic dose response in the MTT assay, indicating hormesis. 
In this study, we also demonstrated by TEM the interaction between 
SiO2NPs and BALB/c 3T3 cells at different concentrations. Many SiO2NPs were 
found inside and outside cells, but no ultrastructural changes were observed in 
most of the cells when nontoxic concentrations were used under our assay 
conditions. In 2012, Uboldi et al. observed that SiO2NPs are internalized and 
located in the cytoplasm of BALB/c 3T3 cells; they concluded that even though 
SiO2NPs are internalized, they do not trigger any cytotoxic or genotoxic effects in 
concentrations up to 100 μg/ml. Some studies have already shown that the 
mechanism of endocytosis for SiO2NPs in different cell types is even mediated 
through clathrin- and caveolin-mediated mechanisms (Hu et al., 2011; Hsiao et 
al., 2014). In addition, we found that SiO2NPs accumulated in vacuole-like 
structures. In 2016, Schütz et al. demonstrated that SiO2NPs are internalized by 
HeLa cells and accumulate in lysosomes, resulting in inhibition of autophagy-
mediated protein turnover, consequently impacting cell physiology. Additionally, 
Yanes et al. (2013) showed that SiO2NPs are exocytosed from cells after uptake; 
they also provided evidence that lysosomes are involved in this process, as 
inhibition of lysosomal exocytosis decreased SiO2NPs exocytosis, and pointed 
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out the importance of these phenomena in drug delivery. Other studies on 
different cells have shown TEM figures very similar to those from our study, with 
SiO2NP accumulation in vacuole-like structures (Duan et al., 2013; Kim et al., 
2017; Kretowski et al., 2017; Park et al., 2016). Together, all these studies 
indicate that SiO2NPs are endocytosed and accumulate in vacuoles regardless 
of cell type.  
Even though most of the cells did not present any ultrastructure alteration, 
a few cells with considerable damage were found. Therefore, we confirmed that 
necrosis was triggered by SiO2NPs when IC50 concentrations were used in cells. 
Regarding the cell death mechanism, studies have shown contradictory 
evidence. In 2017, Kretowski et al. studied the effect of SiO2NPs on two different 
types of glioblastoma cells, LBC3 and LN-18 cells; in the LBC3 cells, they noticed 
the induction of apoptosis and necrosis, while in the LN-18 cells, only necrosis 
was detected. Other studies have also shown that in HepG2 cells, SiO2NPs 
induce apoptosis through a mitochondrial-dependent pathway triggered by 
oxidative stress (Liu et al., 2011; Ahmad et al., 2012) and are regulated through 
p53, bax/bcl-2 and caspase pathways (Ahmad et al., 2012). However, Duan et 
al. (2013) demonstrated that SiO2NPs lead to both apoptosis and necrosis in 
HUVECs, but with much higher necrosis rates than apoptosis rates. Altogether, 
these results demonstrate the heterogeneity of the cell death mechanism. 
 In conclusion, this study shows that SiO2NPs are only toxic at high 
concentrations and induce a biphasic dose response cytotoxicity. BALB/c 3T3 
cells exposed to lower and noncytotoxic concentrations of SiO2NPs showed 
increased cell viability, while at high and toxic concentrations, cells were 
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induced to death by necrosis. However, even at lower concentrations, SiO2NPs 
were internalized by cells and accumulated in vacuole-like structures. 
We have successfully employed an OECD-based methodology with 
BALB/c 3T3 cells, which is a reference mammalian cell line for cytotoxicity 
evaluations. However, for future works, more specific cell lines should be used 
to evaluate the effect of SiO2NPs in human cells, especially liver cells, once it 
has been shown that SiO2NP-induced toxicity is mainly linked to this organ. 
Therefore, more studies should be performed to elucidate the additional 
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7.1.9 SUPPLEMENTARY MATERIAL 
 
 
SiO2NPs paper - Figure S 1: SiO2NPs do not induce apoptosis in 3T3 cells. 3T3 cells were exposed to 
IC20, IC50 and IC80 concentrations of SiO2NPs for 24 hours, and then apoptosis was assessed by 
TUNEL staining (green). Nuclei were stained with Hoechst (blue). A) Representative images of Positive 
Control (DNAse), Control (without SiO2NP exposure), and cells exposed to IC80, IC50 and IC20 
concentrations. Images were acquired at 20x magnification. Twenty-five pictures of each well were 
captured, and the number of nuclei and positive cells was quantified (three independent experiments). B) 
Percentage of apoptotic cells in all conditions. Values were expressed as the ratio of positive cells divided 
by the number of cells. For statistical analysis, one-way ANOVA and Dunnett’s multiple comparisons 




8 DISCUSSÃO GERAL 
 
Nanopartículas têm sido amplamente utilizadas em diferentes campos da 
medicina à indústria, acarretando em uma exposição cada vez maior aos seres 
humanos (ABUDAYYAK et al., 2017). Sendo assim, a avaliação da segurança 
no uso destas NPs é de extrema necessidade. Informações sobre seus 
potenciais tóxicos, bem como os mecanismos de toxicidade são extremamente 
importantes. O entendimento da interação entre NPs e sistemas biológicos é um 
fator chave para a aplicação de NPs de forma segura e eficaz (RAHMAN et al., 
2013).  
Os resultados obtidos através da realização deste trabalho fornecem 
informações relevantes principalmente em relação aos aspectos biológicos 
decorrentes da interação de NPs (ouro, bismuto e sílica) e células BALB/c 3T3. 
O trabalho buscou avaliar diferentes nanopartículas com possível aplicação em 
produtos de interesse médico. Desta forma, a primeira etapa englobou a síntese 
e caracterização de NPs de ferro, ouro, bismuto e sílica.  
As FeNPs produzidas por síntese química apresentaram um perfil de 
tamanho e distribuição não homogêneo ao longo das produções, inviabilizando 
a realização das avaliações biológicas. A padronização e manutenção do 
tamanho/dispersão das partículas é crucial, uma vez que a toxicidade é 
tamanho-dependente (ISWAYRA et al., 2016; KIM et al., 2015; PAN, BARTNECK 
& JAHNEN-DECHENT, 2012). Partículas da mesma origem e com o mesmo 
processo de síntese, porém com tamanhos diferentes, podem apresentar 
respostas completamente distintas (KIM et al., 2015). As especificidades das 
NPs como composição química, tamanho, formato ou morfologia, carga e área 
podem influenciar a sua atividade e efeitos biológicos. NPs possuem 
características específicas (tamanho, carga, morfologia, composição química), 
as quais são responsáveis pelos seus efeitos. Sendo assim, uma característica 
específica pode dar origem tanto a uma partícula totalmente segura quanto a 
uma perigosa (mais reativa, que leve a maiores danos celulares, etc) 
(ZORODDU et al., 2014), portanto a manutenção da homogeneidade de um 
tamanho específico de partícula se faz essencial para que sua toxicidade seja 
de fato avaliada de forma acurada e mesmo para que possa ser viabilizada para 
uso e aplicação industrial. O tamanho das NPs consiste em um dos parâmetros 
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mais importantes em relação ao seu uso para drug delivery (RIETSCHER et al., 
2014). É importante salientar que os diferentes métodos de caracterização de 
NPs, visando obter uma maior homogeneidade na produção estão sendo 
discutidos e avaliados, tendo implicações nos debates atuais para a definição de 
guidelines neste campo (HOLE et al., 2013). A preparação de NPs de tamanho 
controlado de forma reprodutível e escalonável ainda é um desafio, porém um 
passo-chave para sua aplicação industrial (RIETSCHER et al., 2014).  
As AuNPs produzidas por ablação a laser tiveram a sua citotoxicidade 
avaliada de forma prévia, não sendo possível no entanto, realizar o número de 
avaliações suficientes para análise estatística pelo fato de estas NPs não terem 
mantido a sua estabilidade ao longo das produções. Os resultados 
demonstrados através do presente trabalho indicaram valores de IC50 por volta 
de 65 μg/ml – concentrações maiores que as encontradas para BiNPs e menores 
que para SiO2NPs. Além disso, os valores de DL50 preditos foram estimados por 
volta de 506 mg/kg – valor predito maior que para BiNPs e menor que para 
SiO2NPs. Ao predizer a classe de toxicidade GHS, sugere-se que as AuNPs se 
enquadrem na classe 4 de toxicidade GHS, assim como substâncias muito 
conhecidas como o SDS e propranolol (SCANU et al., 2011, ABUD et al., 2015).  
É importante salientar, no entanto, que muito embora a classe GHS predita 
estimada para AuNPs (n=2) seja a mesma que para as BiNPs e SiO2NPs 
avaliadas no presente trabalho (classe 4), ter a predição na mesma classe de 
toxicidade GHS não significa que elas possam ser equiparáveis em relação a 
toxicidade, uma vez que se trata de uma classe de toxicidade com uma janela  
bastante ampla (300 ˂ DL50 ≤ 2000 mg/kg). Esta informação torna-se ainda mais 
clara nos resultados de BiNPs e SiO2NPs, os quais serão discutidos nas 
próximas páginas. Em 2016, Hashimoto e colaboradores avaliaram os efeitos de 
AuNPs em células L929 e não observaram efeitos citotóxicos em concentrações 
até 400 μg/ml. Mateo e colaboradores (2014) avaliaram a citotoxicidade de 
AuNPs de 3 diferentes tamanhos em células HL-60 e HepG2. Os resultados 
demonstraram valores de IC50 entre 14-20 μg/ml. Favi e colaboradores (2015) 
avaliaram a citotoxicidade nanoesferas de ouro e nanoestrelas de ouro em 
fibroblastos e células endoteliais; os valores de IC50 para nanoesferas foram de 
13,6-27,7 μg/ml, enquanto para nanoestrelas não foi possível calcular este valor 
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devido às curvas dose-respostas não terem sido completas. O ouro em escala 
bulk é considerado não-tóxico, inerte e biocompatível (PAN et al., 2009), no 
entanto, os estudos citados acima nos permitem afirmar que o mesmo não ocorre 
para o ouro em escala nanométrica; AuNPs podem levar a efeitos citotóxicos, 
incluindo necrose celular e dano mitocondrial (PAN et al., 2009), morte celular 
(FAVI et al., 2015; HASHIMOTO et al., 2016; MATEO et al., 2014) ou mesmo 
mudanças na metilação e hidroximetailação do DNA (SENUT et al., 2016). 
Recentemente, a OMS levantou essa questão como foco na saúde ocupacional 
e organizou os dados relativos ao ensaios realizados em conformidade com as 
guias-teste da OECD, referentes a 11 nanomateriais, incluindo ouro. Concluindo 
que para AuNPs (14 nm), apesar das informações para a maioria dos estudos 
serem consideradas limitadas, estas NPs podem ser classificadas como 
categoria 1 para toxicidade órgão-específica por inalação repetida com forte 
evidência, produzindo toxicidade significativa em humanos (LEE et al., 2017). 
Portanto, a avaliação da toxicidade de AuNPs reprodutíveis e escalonáveis que 
estejam sendo avaliadas para o seu emprego na indústria é de extrema 
necessidade antes de sua aplicação.  
Apesar de desconsiderarmos a continuação dos ensaios com FeNPs e 
AuNPs, outras duas NPs se mostraram adequadas para realização dos ensaios 
in vitro e continuação do estudo. Abordou-se a síntese, caracterização e 
interação de BiNPs e células BALB/c 3T3. Foi a primeira vez que BiNPs 
produzidas por ablação a laser tiveram sua citotoxicidade avaliada. Através dos 
resultados, observamos que BiNPs produzidas por ablação a laser são redondas 
e heterogêneas em tamanho. Para permanecerem estáveis, estas NPs 
necessitam da formação de corona NP-proteína. No presente trabalho, esta 
corona foi formada através da adição de proteínas tanto provenientes de 
misturas heterogêneas (SBF), quanto homogêneas (BSA). Considerar a 
presença e composição da corona proteica é fundamental para estudos de 
avaliação de interação entre NPs-células, uma vez que a corona mimetiza o que 
ocorre no microambiente biológico (LUNDQVIST et al., 2008; TREUEL et al., 
2015). As coronas proteicas geradas através do contato de NPs com proteínas 
podem determinar as cascatas imunológicas subsequentes, portanto, é muito 
importante que se tenha cuidado ao avaliar a citotoxicidade de NPs, uma vez 
que dependendo da composição, as coronas proteicas podem tanto estimular, 
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quanto inibir as respostas imunes (LEE et al., 2014). Sendo assim, a pré-
incubação das NPs com proteínas pode ser uma estratégia bastante interessante 
para ajudar a controlar a composição de compostos nanométricos em ambientes 
biológicos, oferecendo uma vantagem para suas aplicações industriais e 
biomédicas, uma vez que o comportamento de NPs pode ser alterado de acordo 
com as moléculas as quais as NPs são expostas (IZAK-NAU et al., 2013). 
Através do presente trabalho também foi possível avaliar a citotoxicidade 
destas BiNPs. Outros trabalhos anteriores já haviam avaliado a citotoxicidade de 
BiNPs, no entanto, a grande maioria deles realizou a avaliação de NPs de óxido 
de bismuto (ABUDAYYAK et al., 2017; HERNANDEZ-DELGADILLO et al., 2013; 
LIMAN, 2013), ou até mesmo ferrito de bismuto (Staedler et al., 2015). Além 
disso, a maior parte deles avaliou BiNPs produzidas por síntese química e em 
outros modelos celulares (ABUDAYYAK et al., 2017; HERNANDEZ-
DELGADILLO et al., 2013; LIU et al., 2017; Staedler et al., 2015). É importante 
salientar, no entanto, que nenhum destes estudos utilizou células recomendadas 
por agências regulatórias internacionais para a predição da toxicidade. No 
presente trabalho, utilizou-se a linhagem celular BALB/c 3T3 para a avaliação de 
citotoxicidade para estimar as doses iniciais para os testes de toxicidade 
sistêmica oral aguda, conforme recomendação da OECD Guideline 129 
(ICCVAM, 2006c; OECD, 2010). Estas células já têm sido utilizadas para a 
avaliação da citotoxicidade de outros tipos de NPs (MANNERSTRÖM et al., 
2016; STOCCORO et al., 2016; UBOLDI et al., 2016). Ao utilizar esta 
metodologia, foi possível obter os valores de IC20, IC50 e IC80, além da 
extrapolação da DL50 e a classe de toxicidade GHS. Para as BiNPs avaliadas no 
presente estudo, a DL50 predita foi de 363,3 mg/kg, indicando estas NPs como 
pertencentes a classe 4 de toxicidade GHS, semelhante a compostos como SDS 
e propranolol (SCANU et al., 2011; ABUD et al., 2015). Ao comparar a toxicidade 
do bismuto nanoparticulado com o bismuto em escala bulk podemos sugerir que 
o bismuto nanoparticulado seja mais tóxico que o bismuto metálico. Sano e 
colaboradores (2005) realizaram um estudo em animais e demonstraram que a 
DL50 do bismuto metálico é maior que 2000 mg/kg, enquadrando este metal como 
classe 5 ou 6 de toxicidade GHS.  
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Os resultados obtidos no presente trabalho também demonstraram que 
as BiNPs são internalizadas e acumulam-se em estruturas muito semelhantes a 
lisossomos. Em 2017, Liu e colaboradores realizaram a marcação de células 
HEK293 com os marcadores lisossomos LAMP1 e LAMP2 e demonstraram que 
BiNPs colocalizam-se com estes marcadores. Além disso, em 2014, Swy e 
colaboradores demonstraram através de microscopia eletrônica de transmissão 
que nanocristais de bismuto encapsulados em PLGA (poli ácido-lático-co-ácido 
glicólico) também foram encontrados em estruturas semelhantes a lisossomos 
em fibroblastos. Nossos resultados também sugerem que uma vez 
internalizadas, estas BiNPs passam a exercer efeitos citotóxicos. Guarnieri e 
colaboradores avaliaram o comportamento de diferentes tipos de NPs metálicas 
(ouro, prata e ferro) e demonstraram que o acúmulo intracelular destas NPs 
metálicas em compartimentos endo-lisossomais foi o principal responsável pela 
nanotoxicidade, devido a degradação destas NPs e a liberação de metais iônicos 
in situ (GUARNIERI et al., 2014). Ainda em 2014, Sabella e colaboradores 
descreveram este mecanismo de toxicidade para NPs metálicas denominado 
“Efeito Cavalo de Tróia aumentado por lisossomos”. Esta denominação ocorre 
pelo fato da própria maquinaria de sobrevivência e defesa celular (lisossomos) 
ser a responsável pela geração da toxicidade. Basicamente, este mecanismo de 
ação ocorre da seguinte forma: NPs metálicas são geralmente internalizadas 
através de processos de endocitose (mediados por clatrina, caveolina, lipid rafts, 
dentre outros) e são rapidamente confinadas em estruturas vesiculares, 
endossomos e por final, lisossomos. O pH ácido lisossomal é então responsável 
por gerar o “Efeito Cavalo de Tróia”, pois com a internalização celular das NPs, 
os lisossomos passam a liberar íons tóxicos. Estes íons passam então a exercer 
efeitos tóxicos celulares, como inativação de enzimas, desnaturação de 
proteínas, danos a organelas e/ou dano lisossomal. Através destas cascatas de 
toxicidade, há um aumento significativo nos níveis de espécies reativas de 
oxigênio, culminando em apoptose e dano a membrana plasmática e ao DNA. 
Já foi demonstrado que o mecanismo de toxicidade para diferentes NPs 
metálicas relaciona-se com a liberação iônica, ao passo que partículas não 
liberadoras de íons – como NPs recobertas ou NPs de diamante e sílica – não 
são perigosas para o ambiente intracelular (SABELLA et al., 2014). Estes 
trabalhos sugerem que o possível mecanismo de toxicidade envolvido no caso 
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das BiNPs utilizadas neste trabalho relaciona-se principalmente a origem 
metálicas destas NPs.  
Através de microscopia eletrônica de transmissão, além de demonstrar 
que estas BiNPs acumularam-se em estruturas semelhantes a lisossomos foi 
possível observar um dano e estresse celular, devido a presença de vesículas 
citoplasmáticas e figuras de mielina nas células BALB/c 3T3. Estas figuras 
relacionam-se a eventos independentes de caspase que estão diretamente 
relacionados a toxicidade de certos compostos (VEJUX et al., 2007) e processos 
de autofagia celular (WATANABE et al., 2009). Em 2017, Liu e colaboradores 
demonstraram que a toxicidade das BiNPs utilizadas naquele estudo 
relacionava-se ao processo de autofagia celular; no ano seguinte, o mesmo autor 
demonstrou que a injúria renal em animais causada por BiNPs é relacionada 
também ao processo de autofagia (LIU et al., 2018). A autofagia celular 
relacionada a toxicidade já foi reconhecida como um importante mecanismo de 
morte celular relacionado a toxicidade induzida por vários tipos de NPs, no 
entanto, o papel da autofagia e seus mecanismos celulares e moleculares na 
toxicidade de NPs ainda estão de certa forma obscuros. A autofagia pode estar 
tanto relacionada a sobrevivência celular sob certas condições severas, quanto 
a morte celular propriamente dita (LI & JU, 2018).  
Por fim, demonstrou-se através dos resultados deste trabalho que a morte 
das células BALB/c 3T3 ocorreu por mecanismo de apoptose e de forma 
concentração-dependente. Abudayyak e colaboradores (2017) também 
demonstraram que BiNPs levam a morte celular por apoptose em outros tipos 
celulares (HepG2 e NRK-52E), com alterações nos níveis de glutationa, 
malondialdeído e 8-hidroxideoxiguanosina, indicativo de dano oxidativo. Este 
mecanismo de morte celular é conhecido também para outros tipos de NPs, 
como NPs de paládio (ALARIFI et al., 2017), óxido de grafeno (DING et al., 2014), 
dióxido de titânio (WANG et al., 2014), carbono (YAN et al., 2017), prata (CHEN 
et al., 2016), dentre outros. Como mencionado anteriormente, o mecanismo 
“Efeito Cavalo de Tróia aumentado por lisossomos” gerado por NPs metálicas 
leva a uma toxicidade específica contra alguns alvos celulares, culminando em 
morte celular por apoptose (SABELLA et al., 2014) e corroborando os achados 
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deste presente trabalho.  
Posteriormente, abordou-se a síntese, caracterização e interação de 
SiO2NPs e células BALB/c 3T3. Neste caso, dois tipos de SiO2NPs foram 
sintetizadas: SiO2NPs com fluorescência (Rodamina) e SiO2NPs sem 
fluorescência. Ambas as SiO2NPs utilizadas neste trabalho possuem uma 
distribuição de tamanho homogêneo e diferentemente das BiNPs, não 
necessitam de corona para se manterem estáveis. Além disso, a produção das 
SiO2NPs foi por meio de síntese química. Estas NPs já estão presentes em 
muitos produtos que são utilizados em nosso dia-a-dia e muito embora existam 
diversos estudos que suportem a sua segurança, é fato que devido à grande 
diversidade em tamanho e funcionalizações que estas NPs possuem, um melhor 
entendimento sobre cada tipo de SiO2NPs e sua interação com sistemas 
biológicos ainda se faz ainda necessário (MEBERT et al., 2017). Uma vez que 
estas NPs já são encontradas em diversos produtos (THE PROJECT ON 
EMERGING NANOTECHNOLOGIES, 2019) e atualmente estão sendo 
avaliadas para o emprego como adjuvantes em vacinas orais para hepatite B 
(RASMUSSEN et al., 2019), torna-se essencial que a toxicidade oral aguda, bem 
como outros mecanismos de toxicidade sejam entendidos com clareza, a fim de 
não serem gerados efeitos indesejados por conta do uso destas NPs.   
A citotoxicidade de ambos os tipos de SiO2NPs foi avaliada, bem como os 
valores de IC20, IC50, IC80 e predição da DL50 e a classe GHS. Não houve 
diferença estatisticamente significativa entre estes valores para SiO2NPs com e 
sem fluorescência. No caso de SiO2NPs, são necessárias concentrações de NPs 
cerca de 80 vezes maiores que as BiNPs para que seja observada alteração na 
viabilidade celular relativa (concentrações maiores que 1 g/ml). Outros autores 
já demonstraram que SiO2NPs possuem baixa toxicidade (HSIAO et al., 2014; 
IZAK-NAU et al., 2014; MANNERSTRÖM et al., 2016; UBOLDI et al., 2012). A 
toxicidade destas NPs já foi demonstrada anteriormente em células BALB/c 3T3, 
no entanto, nenhum destes trabalhos avaliou as concentrações de IC50 ou 
mesmo a predição de DL50 e classe GHS. Mannerström e colaboradores (2016) 
avaliaram a citotoxicidade de diversos tipos de NPs, incluindo SiO2NPs em 
células BALB/c 3T3 e observaram que a toxicidade destas NPs foi baixa a ponto 
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de não ter sido possível calcular o IC50 neste tipo celular. Uboldi e colaboradores 
(2011) também demonstraram a ausência de efeitos citotóxicos ou genotóxicos 
de SiO2NPs em células BALB/c 3T3 em concentrações de até 100 μg/ml.  
Ao predizer a classe de toxicidade de ambas as SiO2NPs, elas se 
enquadraram na classe 4 de toxicidade, assim como as BiNPs. No entanto, é 
importante salientar que os valores de IC20, IC50, IC80, bem como a DL50 foram 
bastante distintos entre BiNPs e SiO2NPs. Para SiO2NPs, a DL50 predita foi de 
1779.71±78.58 mg/kg para SiO2NPs sem fluorescência e 1737.87±64.81 mg/kg 
para SiO2NPs com fluorescência. A classe 4 GHS compreende uma ampla faixa 
de toxicidade, incluindo drogas que vão de 300 até 2000 mg/kg. As BiNPs 
tiveram valores que se aproximaram do limite inferior da classe GHS (300 
mg/kg), enquanto as SiO2NPs apresentaram valores próximas ao limite superior 
da classe GHS (2000 mg/kg) e portanto, esses dados devem ser avaliados com 
cautela e encarados com valores para a estimativa da dose inicial para ensaio 
de toxicidade oral aguda (OECD no 423). Estudos in vivo acerca da toxicidade 
de alguns tipos de SiO2NPs já foram realizados por alguns autores. Lee a 
colaboradores (2014) avaliaram os efeitos após a administração oral de 500 e 
1000 mg/kg de SiO2NPs em ratos e observaram que muito embora estas NPs 
atingissem órgãos-alvo como rins, fígado, pulmões e baço, nenhuma toxicidade 
aguda foi observada nessas doses. Xie e colaboradores (2010) investigaram a 
distribuição tecidual os potenciais efeitos tóxicos de SiO2NPs após a 
administração crônica (30 dias) das mesmas por via intravenosa; eles 
observaram uma concentração de SiO2NPs nos pulmões, fígado e baço, além 
de observar uma injúria hepática causada devido a endocitose destas NPs por 
macrófagos. Ainda, Chan e colaboradores (2017) também avaliaram os efeitos 
tóxicos de SiO2NPs in vivo em ratos ao administrar doses de até 300 mg/kg via 
intravenosa; todos os animais sobreviveram e comportaram-se de forma normal. 
Em 2011, Lin e colaboradores avaliaram os efeitos tóxicos de SiO2NPs após 
administração em doses únicas ou repetidas via intravenosa em ratos e 
constataram a DL50 foi maior que 1000 mg/kg, com acúmulo das NPs em órgãos 
como fígado e baço. Em um recente estudo realizado pela Organização Mundial 
da Saúde (2017), foram avaliados 11 tipos de nanomateriais, incluindo SiO2NPs 
(13-20 nm), quanto a perigos para a saúde humana de acordo com os critérios 
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de classificação GHS. Os resultados demonstraram que SiO2NPs possuem 
baixa toxicidade (sem categorização de perigo) em relação a toxicidade aguda, 
corrosão e irritação cutânea, irritação ou dano ocular, sensibilização respiratório 
ou cutânea, mutagenicidade e toxicidade reprodutiva; no entanto, apontou-se 
que em relação a toxicidade órgão-específica com exposições repetidas, estas 
NPs são classificadas como categoria 2 em relação a exposição com inalação, 
pois podem causar danos aos pulmões. Portanto, em relação a este quesito, 
estas NPs demonstraram fortes evidências de potencialmente prejudicar a saúde 
humana (LEE et al., 2017).   
Um outro resultado obtido durante a realização deste trabalho foi a 
presença de um comportamento bastante peculiar que estas SiO2NPs causavam 
nas células BALB/c 3T3, denominado hormese. A hormese consiste em um 
termo utilizado por toxicologistas, e define-se como uma dose resposta bifásica 
frente a um agente, onde em baixas concentrações há um estímulo ou efeito 
benéfico, enquanto em altas concentrações observa-se um efeito tóxico ou 
inibitório. Pode-se dizer que a hormese refere-se a uma resposta adaptativa das 
células frente a um estresse moderado (MATTSON, 2008). Este fenômeno já foi 
associado com outros tipos de NPs também (NASCARELLA & CALABRESE, 
2012), incluindo SiO2NPs.  Mannerström e colaboradores (2016) avaliaram a 
predição de efeitos tóxicos de diversos tipos de NPs em células BALB/c 3T3, 
incluindo SiO2NPs; os resultados demonstraram  efeitos horméticos, com um 
aumento na viabilidade celular relativa e atividade mitocondrial quando as células 
foram expostas a 465 μg/mL de SiO2NPs – exatamente a mesma concentração 
utilizada no presente trabalho. Em 2016, Mytych e colaboradores avaliaram a 
interação entre fibroblastos dérmicos humanos e nanodiamantes e SiO2NPs e 
também observaram uma curva concentração-resposta bifásica através do 
ensaio do MTT, sugerindo efeitos horméticos. Apesar de ser muito difundida a 
toxicidade de substâncias sintéticas em altas doses, a exposição crônica a 
mistura químicas de baixa dosagem tem sido apenas recentemente 
correlacionada a diversas doenças relacionadas a idade (KIM et al., 2018). A 
adoção da avaliação de efeitos horméticos representa um avanço significativo 
no processo de avaliação de compostos químicos. O modelo hormético permite 
estimar os possíveis perigos à saúde pública, uma vez que tanto os efeitos 
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acima, quanto abaixo do threshold podem causar efeitos adversos. A adoção 
deste tipo de avaliação dentro do modelo de risk assessment é suportado por 
diversas evidências científicas (CALABRESE, 2015).  
Ainda ao final do terceiro capítulo, abordamos alguns resultados não 
publicados em relação a SiO2NPs. Estas NPs causam efeitos horméticos nas 
células BALB/c 3T3 nas condições testadas e padronizadas pelas agências 
regulatórias internacionais (OECD, 2010). Sendo assim, buscou-se entender se 
estes efeitos ainda estariam presentes com a redução de SBF nos cultivos, uma 
vez que a redução de SBF representa uma vantagem industrial muito grande, 
tanto pelo alto custo agregado (ZHENG et al., 2006), quanto pelas questões 
éticas envolvidas (ASTORI et al., 2016).  Os resultados demonstraram que com 
a redução do SBF não foi possível observar mais o mesmo fenômeno. A 
utilização de uma droga controle (SDS) foi a chave para a descoberta que esta 
ausência de hormese em concentrações reduzidas de SBF se dá pelo fato de as 
células BALB/c 3T3 se tornarem fragilizadas nestas condições de cultivo. 
Kulkarni e McCulloch (1994) demonstraram que a simples privação de soro induz 
a morte celular apoptótica em células BALB/c 3T3. Além disso, Mannerström e 
colaboradores (2016) mencionam em seu trabalho que para BALB/c 3T3, a 
concentração de soro mínima para a sobrevivência da célula é de 5%. Estes 
estudos justificam e corroboram nossos achados, fenômeno portanto não 
relacionado às SiO2NPs. Estes dados reforçam a importância da padronização 
de metodologias para avaliação de NPs levando em conta as limitações dos 
modelos empregados (MANNERSTRÖM et al., 2016).  
A interação entre SiO2NPs e células BALB/c 3T3 também foi demonstrada 
ao longo deste terceiro capítulo. Para tanto, diferentes concentrações de 
SiO2NPs foram empregadas: a concentração de IC50 (1986.36 μg/ml) e duas 
concentrações atóxicas (465.1 μg/ml and 1129.1 μg/ml). Muitas NPs foram 
encontradas tanto fora quanto dentro das células e não houve a presença de 
alterações ultraestruturais significativas na maior parte das células. Uboldi e 
colaboradores (2011) utilizaram concentrações de SiO2NPs até 100 μg/ml em 
células BALB/c 3T3 e observaram que estas NPs acumulam-se no citoplasma 
das células e nestas concentrações, não causam efeitos citotóxicos ou 
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genotóxicos nas células. Alguns outros autores também já demonstraram que o 
mecanismo responsável pela endocitose destas NPs em diferentes tipos 
celulares ocorre através de mecanismos mediados por clatrina e caveolina 
(HSIAO et al., 2014 HU et al., 2011). Semelhantemente ao observado com 
BiNPs, os resultados para SiO2NPs demonstraram que essas NPs acumularam-
se em estrututas semelhantes a vacúolos/lisossomos. Schütz e colaboradores 
(2016) avaliaram a interação entre SiO2NPs e células HeLa e observaram que 
estas NPs acumulam-se nos lisossomos, resultando inclusive em uma inibição 
do turnover proteico mediado por autofagia e consequentemente impactando na 
fisiologia celular. Yanes e colaboradores (2013) demonstraram que SiO2NPs são 
internalizadas por células A549 e inclusive exocitadas pelas mesmas células 
após a internalização; os mesmos autores ainda demonstraram que os 
lisossomos estão envolvidos neste processo, dado que a inibição lisossomal 
nestas células impactou diretamente na redução da exocitose das SiO2NPs. 
Ainda, outros autores também demonstraram imagens de microscopia eletrônica 
de transmissão e acúmulo de SiO2NPs em estruturas vesiculares muito similares 
as do presente estudo (DUAN et al., 2013; KIM et al., 2017; KRETOWSKI et al., 
2017; PARK et al., 2016). Todos estes estudos corroboram nossos dados e 
indicam que SiO2NPs são endocitadas e acumuladas em estruturas semelhantes 
a lisossomos, independente do tipo celular. Informações acerca de processos de 
internalização e externalização de NPs por células são de extrema importância 
em um vasto campo de conhecimento: desde a avaliação da nanotoxicologia a 
viabilidade da aplicação de NPs em funções como de drug delivery (YANES et 
al., 2013; REES et al., 2019). 
Muito embora a maior parte das células não apresentassem alterações 
ultraestruturais, algumas poucas foram identificadas com danos consideráveis 
quando expostas a concentração de IC50. Diferentemente das alterações 
celulares observadas nas células expostas a BiNPs (figuras de mielina), no caso 
das SiO2NPs outras alterações foram demonstradas, como:  ruptura da 
membrana plasmática, desaparecimento de organelas e dano ao sistema de 
endomembranas; características comuns ao processo de necrose celular 
(MAHTO et al., 2011). Sendo assim, o mecanismo de morte por necrose foi 
investigado. Diferentemente do que havia sido observado para BiNPs (morte por 
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apoptose), no caso das SiO2NPs, o principal mecanismo de morte celular gerado 
após a exposição a altas concentrações é a necrose. Os resultados obtidos em 
trabalhos anteriores demonstram resultados e conclusões distintos dependendo 
do tipo celular avaliado. Kretowski e colaboradores (2017) avaliaram o efeito de 
SiO2NPs em células LBC3 e LN-18; enquanto para células LBC3 eles 
demonstraram que tanto o processo de necrose, quanto apoptose estava 
envolvido, para células LN-18, apenas o mecanismo de necrose foi detectado. 
Outros autores já demonstraram que para células HepG2, SiO2NPs levam a 
apoptose celular através de uma via mitocondrial causada por estresse oxidativo 
(AHMAD et al., 2012; LIU et al., 2011). Já em 2013, Duan e colaboradores 
demonstraram que em células HUVECs, as SiO2NPs levam a mecanismos de 
necrose e apoptose celular, porém majoritariamente de necrose. Em suma, estes 
resultados demonstram que uma heterogeneidade no mecanismo de morte 
celular dependendo do tipo celular avaliado. Em 2015, Kim e colaboradores 
avaliaram a influência de SiO2NPs de diferentes tamanhos em 3 tipos celulares 
distintos (células A549, HepG2 e NIH/3T3) e observaram que os efeitos 
causados pelas SiO2NPs não eram apenas tamanho e concentração-
dependentes mas também eram altamente diferentes dependendo do tipo celular 
avaliado.  
Muito embora seja extremamente importante avaliar os mecanismos de 
morte celular causados por NPs, é fato que os efeitos citotóxicos são altamente 
dependentes de propriedades físico-químicas, como dispersão, tamanho, 
formato e carga das NPs. Ainda, dependendo do tipo de NP, diferentes 
mecanismos de morte celular podem ocorrer, de forma dose, tamanho e formato-
dependente. Estas peculiaridades apenas reforçam o quanto mais pesquisas e 
sistemas otimizados precisam ser definidos para estes tipos de compostos, 
especialmente quando estes são considerados para utilização com fins 
terapêuticos (LEE et al., 2017; MOHAMMADINEJAD et al., 2018).  
Como qualquer tipo de material que destina-se à utilização na indústria, a 
produção, caracterização e estabilidade de NPs também deve ser padronizada, 
levando consequentemente a geração de materiais que mantenham suas 
características homogêneas ao longo das produções. O presente trabalho iniciou 
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com 4 diferentes tipos de NPs: NPs de ferro (FeNPs), NPs de ouro (AuNPs), NPs 
de bismuto (BiNPs) e NPs de sílica (SiO2NPs). No entanto, o prosseguimento do 
trabalho se deu apenas com as BiNPs e SiO2NPs.  
Outras questões de grande importância que devem ser levadas em 
consideração quando se refere à produção e aplicação de NPs é a 
reprodutibilidade e  os métodos de caracterização das mesmas (ALIBART et al., 
2010; LAURA et al., 2018; MAHMOODI et al., 2013; MINELLI et al., 2019; 
MIRELES et al., 2016) ou mesmo as diferenças de resultados obtidos entre 
laboratórios (HOLE et al., 2013). A falta de reprodutibilidade na fabricação de 
NPs gera uma situação alarmante tanto para a comunidade científica, quanto 
para as indústrias que as desenvolvem e produzem para fins biomédicos (Mireles 
et al., 2016), o que pode justificar o fato de haver um número significativamente 
maior de publicações avaliando NPs do que de produtos aprovados para o uso 
em medicina (VENDITTO & SZOKA JR, 2013).    
A aplicação de NPs em produtos tem crescido, desde a área cosmética a 
produtos processados, e portanto, a exposição humana a NPs tem se tornado 
mais frequente de forma diretamente proporcional. Sendo assim, pesquisas que 
busquem entender os potenciais riscos envolvidos devido a exposição a NPs 
devem ser conduzidas (FOROOZANDEH & AZIZ, 2018). Os resultados obtidos 
ao longo deste trabalho ajudam a reforçar a importância de se avaliar a 
citotoxicidade de NPs. Estas partículas podem ser internalizadas e podem levar 
a morte celular ou mesmo aumento da viabilidade celular relativa, o que pode 
causar efeitos secundários quando estas NPs são aplicadas principalmente na 
área biomédica. Através dos resultados obtidos no presente trabalho, foi possível 
observar que as concentrações que levam a toxicidade celular são bastante 
distintas, assim como os mecanismos de morte e danos celulares. Portanto, 
estudar estas NPs de forma única e individualizada se faz de extrema 
importância. A viabilidade comercial de produtos com nanotecnologia no futuro 
dependerá diretamente de avaliações de toxicidade realizadas de forma 
cautelosa hoje (KUMAR, DASGUPTA & RANJAN, 2018). Os métodos utilizados 
para a avaliação de macropartículas e materiais em escala bulk tem sido 
aplicados para a avaliação de compostos nanoparticulados. Ainda existem 
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algumas limitações destes métodos que devem ser atualizados no contexto de 
nanomateriais. Além disso, as guidelines que regulam a avaliação de toxicidade 
de nanomateriais precisam ser reavaliadas considerando as propriedades únicas 
das NPs (KUMAR, DASGUPTA & RANJAN, 2018). Portanto, mais estudos 
acerca de mecanismos de ação e de toxicidade de NPs, bem como a 
padronização de metodologias que levem em conta as peculiaridades das NPs 
para o risk assessment devem ainda ser realizados a fim de elucidar de forma 































Através do presente trabalho, foi possível concluir que NPs de ferro 
(FeNPs), ouro (AuNPs), bismuto (BiNPs) e sílica (SiO2NPs) possuem 
características, propriedades e comportamentos distintos, tanto em relação a 
tamanho, morfologia e estabilidade, quanto em relação a interação celular e 
toxicidade (no caso de BiNPs e SiO2NPs).  
FeNPs produzidas por síntese química possuem morfologia distinta 
mesmo se forem adicionadas apenas pequenas alterações no processo de 
síntese. As FeNPs utilizadas no presente trabalho não tiveram uma 
reprodutibilidade ao longo das produções lote a lote e por essa razão foram 
descontinuadas do trabalho. 
AuNPs produzidas por ablação a laser são homogêneas em tamanho. 
Demonstramos através de resultados prévios as concentrações que levam a 
alterações na viabilidade celular relativa, bem como a classe de toxicidade GHS 
(classe 4). No entanto, devido a falta de estabilidade destas NPs nas produções 
subsequentes, as AuNPs foram descontinuadas do trabalho.  
BiNPs produzidas por ablação a laser são redondas e heterogêneas em 
tamanho. As mesmas necessitam da formação de corona NP-proteína para se 
tornarem estáveis. Neste trabalho, esta corona foi formada através da adição de 
proteínas do SBF e BSA. Demonstramos através dos resultados as 
concentrações que levam a morte e dano celular. Observamos que em 
determinar concentrações, BiNPs possuem efeitos citotóxicos insignificantes, 
porém, quando alcançam determinadas concentrações são internalizadas pelas 
células e levam a morte celular por apoptose de forma dose-dependente. Estas 
NPs se acumulam em estruturas semelhantes a lisossomos e levam a formação 
de figuras de mielina, indicadoras de autofagia celular. Quando predita a classe 
de toxicidade GHS destas NPs, elas foram classificadas como pertencentes a 
classe 4 de toxicidade.  
As SiO2NPs utilizadas neste trabalho possuem uma distribuição de 
tamanho homogêneo e não necessitam de corona para se manterem estáveis. 
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Quanto a toxicidade, SiO2NPs com fluorescência (Rodamina) e sem 
fluorescência são semelhantes. Para ser detectada alteração na viabilidade 
celular relativa, necessita-se de concentrações de SiO2NPs muito maiores do 
que de BiNPs (cerca de 80 vezes). Porém, quando em altas concentrações, 
estas NPs levam a morte celular por necrose. Além disso, estas NPs se 
acumulam em estruturas semelhantes a lisossomos. Entretanto, diferentemente 
de BiNPs, a internalização destas NPs não leva a alterações a nível 
ultraestrutural. Estas NPs também causam efeitos horméticos nas células: em 
altas concentrações, estas NPs levam a morte celular, enquanto em uma 
determinada janela de baixas concentrações, estas NPs levam a um aumento 
na viabilidade celular relativa, sugerindo que nestas concentrações ocorra um 
estímulo à proliferação celular. Além disso, muito embora as concentrações de 
SiO2NPs que levem a morte celular sejam significativamente maiores que as de 
BiNPs, ao predizer a classe de toxicidade das SiO2NPs, elas também se 
enquadram na classe 4 de toxicidade GHS.  
Os resultados obtidos até o presente momento demonstram a importância 
de se avaliar a citotoxicidade de NPs. Estas partículas apresentam 
comportamento distintos e podem ser internalizadas, levar a fenômenos de 
morte ou proliferação celular. Estes pontos são cruciais para a avaliação 
previamente a aplicação na área biomédica, uma vez que estes fenômenos 
podem levar a efeitos indesejados e adversos, principalmente quando se trata 
de materiais destinados ao uso na medicina. Mais estudos acerca de 
mecanismos de ação e de toxicidade devem ainda ser realizados a fim de 













Como perspectivas do presente trabalho, temos: 
 Aperfeiçoar o processo de síntese para garantir NPs mais reprodutíveis e 
com características mais homogêneas; 
 Avaliação dos efeitos citotóxicos de NPs em outros modelos celulares, 
como células-tronco adultas; 
 Avaliação dos efeitos de NPs em modelos de adipogênese e osteogênese 
utilizando células-tronco adultas; 
 Avaliação da atividade antimicrobiana de NPs; 
 Avaliação a interação de NPs com o sistema imunológico; 
 Avaliação de NPs em outros modelos de avaliação de citotoxicidade e 
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12 APÊNDICE 1 – Resultados adicionais: SiO2NPs 
 
Uma vez observado um aumento na viabilidade celular relativa das células 
BALB/c 3T3 frente ao tratamento com SiO2NPs, fenômeno descrito como 
hormese (MATTSON, 2008), prosseguiu-se com uma avaliação adicional deste 
fenômeno. Durante as avaliações, seguimos a OECD Guideline 129 e utilizamos 
5% de soro bovino fetal (SBF) para o cultivo celular. Portanto, em um segundo 
momento, nós buscamos investigar se este mesmo fenômeno seria observado 
em condições com redução de SBF (2% e 0%). Se positivo, este resultado 
poderia abrir um leque de novas possibilidades, uma vez que para a indústria, a 
redução de SBF nos cultivos celulares sem comprometer a viabilidade celular 
representa um ganho muito importante tanto do ponto de vista ético (redução do 
uso de matérias-primas de origem animal), quanto monetário (redução 
significativa de custos). Sendo assim, experimentos utilizando as mesmas 
concentrações de SiO2NPs que levaram ao aumento da viabilidade celular 
relativa nos cultivos com 5% SBF (465,1 μg/ml, 522,5 μg/ml e 768,1 μg/ml) foram 
conduzidos, porém na presença de 2% e 0% de SBF (Apêndice 1 - Figura 1).  
Através da redução do SBF, não foi mais observado o aumento da 
viabilidade celular relativa e, inclusive, nestas mesmas concentrações as 
SiO2NPs levaram a redução da viabilidade celular (Apêndice 1 - Figura 1B e 1C). 
Em um primeiro momento, a hipótese levantada foi de que poderia haver algum 
comprometimento na corona destas NPs com a redução do SBF, uma vez que 
quanto menor a concentração de SBF, maior foi a toxicidade gerada às células. 
Porém, antes de investigar a corona ou mesmo processos mais complexos, nós 
buscamos avaliar a resposta das células BALB/c 3T3 frente a exposição a outra 
droga na redução de SBF. Para tanto, foi utilizado o SDS, o controle positivo 
empregado em todos os outros experimentos de viabilidade, com um perfil 
bastante característico e com um histórico ao longo dos ensaios (Apêndice 1 - 
Figura 2). Neste caso, foi observado que na redução de SBF, a exposição ao 
SDS levou a uma redução drástica na viabilidade celular relativa em 
concentrações que não se observava morte celular (Apêndice 1 - Figura 2). Isso 
demonstra que a redução da viabilidade celular relativa na redução de SBF e 
exposição a SiO2NPs ocorre devido a uma resposta inerente às células BALB/c 
3T3, as quais se tornam mais fragilizadas na redução do SBF. Em 1994, Kulkarni 
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e McCulloch demonstraram que simplesmente a privação de soro induz a morte 
celular apoptótica em células BALB/c 3T3. Mannerström e colaboradores (2016) 
mencionam em seu trabalho que para BALB/c 3T3, a concentração de soro 
mínima para a sobrevivência da célula é de 5%, justificando e corroborando 
nossos achados. Portanto, à medida que ocorre a redução do SBF, as células 
se tornam mais fragilizadas e morrem; fenômeno que não se relaciona portanto 
às SiO2NPs. 
 
Apêndice 1 - Figura 1: SiO2NPs levam a um aumento na viabilidade celular relativa (hormese) 
em células BALB/c 3T3 apenas na presença de 5% de SBF. SiO2NPs tiveram sua 
citotoxicidade avaliada por vermelho neutro. Células murinas Balb/c 3T3 foram tratadas durante 
48 horas com diferentes diluições de SiO2NPs e então incubadas com a solução de vermelho 
neutro por 3 horas. Uma curva dose-resposta foi obtida para cada experimento. A) 
Citotoxicidade de SiO2NPs cultivadas na presença de 5% SBF (n=3) demonstrada através de 
gráfico de barras (ANOVA de uma via de múltiplas comparações com pós-teste de Dunnet; B) 
Citotoxicidade de SiO2NPs cultivadas na presença de 2% SBF (n=3) demonstrada através de 
gráfico de barras (ANOVA de uma via de múltiplas comparações com pós-teste de Dunnet; C) 
Citotoxicidade de SiO2NPs cultivadas na presença de 0% SBF (n=3) demonstrada através de 
gráfico de barras (ANOVA de uma via de múltiplas comparações com pós teste de Dunnet. 






Apêndice 1 - Figura 2: SDS causa redução de viabilidade celular relativa em concentrações 
atóxicas quando em condições com redução de SBF. A) Citotoxicidade de SDS na presença de 
5% SBF; B) Citotoxicidade de SDS na presença de 2% SBF; C) Citotoxicidade de SDS na 
presença de 0% SBF.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
